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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
acetil-CoA acetil-koencim A 
bp  bazni par 
crtE gen, ki ima zapis za encim geranilgeranil difosfat sintazo  
crtB gen, ki ima zapis za fitoen sintazo 
crtI gen, ki ima zapis za fitoen desaturazo 
DMAPP dimetilalil pirofosfat  
DNA deoksiribonukleinska kislina 
DXP 1-deoksi-D-ksilulozni 5-fosfat 
FPP farnezil pirofosfat 
GFP zeleni fluorescirajoči protein (ang. »green fluorescen protein«) 
GGPP geranil geranil difosfat 
HMG-CoA 3-hidroksi-3-metil-glutaril-koencim A 
hyg gen hyg, antibiotski označevalec za selekcijo  
HygR odpornost proti antibiotiku higromicinu 
IP izopentil fosfat 
IPP izopentenil difosfata 
LEU2 gen LEU2, avksotrofni označevalec za selekcijo  
Leu aminokislina levcin 
Mbp milijon baznih parov 
MVA pot mevalonatna metabolna pot 
MEP pot ne-mevalonatna metabolna pot 
MEP 2-C-metil-d-eritritol-4-fosfat 
NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
OD600 spektrofotometrična meritev pri valovni dolžini 600 nm (ang. 
»optical density«) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (ang. »polymerase chain reaction«) 
RFP rdeči fluorescirajoči protein (ang. »red fluorescen protein«) 
rpm obrati na minuto (ang. »revolutions per minute«) 
tRNA prenašalna RNA (ang. »messenger RNA«) 
UV ultravijolična svetloba 
URA3 gen URA3, avksotrofni označevalec za selekcijo 
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Kvasovka Yarrowia lipolytica je sposobna rasti na različnih hidrofobnih substratih in v 
ustreznih pogojih tvori lipidne kapljice, v katerih lahko kopiči visoke količine hidrofobnih 
molekul (Zhu Q in Jackson, 2015). Te lastnosti dajejo kvasovki Y. lipolytica velik potencial 
za različne biotehnološke aplikacije. Vsebuje citosolni acetil-koencim A (acetil-CoA), ki je 
prekurzor za sintezo izopentenil difosfata (IPP) in dimetilalil difosfata (DMAPP), glavnih 
gradnikov terpenov. Y. lipolytica  sintetizira IPP in DMAPP po naravni mevalonatni poti, z 
metodami genskega in metabolnega inženiringa pa lahko usmerimo to metabolno pot do 
sinteze terpenov, ki jih naravni sevi ne proizvajajo (Ye in sod. 2017). Kot dokaz primernosti 
te kvasovke za biosintezo karotenoidov lahko uporabimo rdeče barvilo likopen. Likopen je 
naravno  prisoten v mnogih fotosintetizirajočih organizmih. Poleg končnega produkta 
predstavlja tudi pomembno križišče v biosintezi različnih drugih karotenoidov, na primer β-
karotena (Matthäus in sod., 2014). Z vgradnjo heterolognih genov ctrE, crtB in crtI, ki 
izhajajo iz bakterije Pantoea ananatis, v genom kvasovke Y. lipolytica, lahko usmerimo 
metabolno pot do sinteze likopena. Prav tako lahko z metabolnim inženiringom zvišamo 
koncentracijo ostalih, že naravno prisotnih intermediatov in s tem povečamo njegovo 
produkcijo. Nastali gensko modificirani organizem je predvidoma dobra osnova za nadaljnji 
razvoj in produkcijo različnih karotenoidov (Matthäus in sod., 2014; Ye, Sharpe in Zhu, 
2012, Schwartz in sod., 2017b). 
 
1.1 NAMEN DELA 
 
- Prenesti že prej uporabljene metode genskega inženiringa in jih na novo vzpostaviti 
v novem sevu Y. lipolytica. 
 
- Uspešno vnesti in izraziti gene ctrE, crtB in crtI (Pantoea ananatis) za biosintezo 
likopena v sevu Y. lipolytica. 
 
- Prenesti že prej uporabljene metode za detekcijo likopena in jih vzpostaviti v 
novem sevu Y. lipolytica. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
I. Izražanje vstavljenih heterolognih genov bo vodilo do sinteze likopena v 
izbranem sevu kvasovke Y. lipolytica. 
 
II. Biosinteza likopena bo potekala tudi na industrijskem glicerolu kot glavnem viru 
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Kvasovke so enocelični evkariontski organizmi, ki spadajo v kraljestvo gliv. So polifiletska 
skupina gliv, kar pomeni, da jih ne moremo uvrstiti v eno taksonomsko ali filogenetsko 
skupino (Kurtzman, 1994), ampak jih uvrščamo v dve ločeni debli, Ascomycota 
(zaprtotrosnice) in Basidiomycota (prostotrosnice). V glavnem rastejo kot posamezne celice, 
lahko pa nekatere kvasovke izkazujejo dimorfizem, kar pomeni, da poleg oblike posamezne 
celice tvorijo tudi filamentozno morfologijo (Boulton, 2013). Kvasovke v povprečju zrastejo 
v premer 3-4 µm, vendar njihova velikost zelo variira glede na vrsto in okolje, tako da lahko 
nekatere kvasovke zrastejo tudi do 40 µm (Walker  in sod., 2002). Razmnožujejo se nespolno 
s cepitvijo ali brstenjem. Kvasovke, ki so sposobne tvoriti brste, smatramo za »prave 
kvasovke« in so klasificirane v red Saccharomycetales (Boulton, 2013).  
 
Pogosto se termin »kvasovka« uporablja kot sinonim za vrsto Saccharomyces cerevisiae 
(Kurtzman, 1994), saj je ta kvasovka, ki jo imenujemo tudi običajna kvasovka, v zadnjih 
desetletjih postala pomemben evkariontski modelni organizem za raziskovanje celične 
delitve, podvajanje DNA, zvijanje proteinov, znotrajceličnega transporta in metabolizem. 
Pri evkariontih so ti procesi evolucijsko zelo dobro ohranjeni, torej so pri enoceličnih 
kvasovkah in pri mnogoceličnih evkariontih podobni (Fields in Johnston, 2005). Kvasovke 
so pomembni organizmi tudi v biotehnologiji. Zaradi svojih uporabnih fizioloških lastnosti 
je za različne biotehnološke aplikacije vedno bolj zanimiva tudi kvasovka Y. lipolytica.   
 
2.2 YARROWIA LIPOLYTICA 
 
Y. lipolytica je aerobna, askomicetna kvasovka. Raste na različnih hidrofobnih substratih in 
v ustreznih pogojih tvori lipidne kapljice, v katerih kopiči maščobe v velikih količinah. V 
vsakdanjem življenju jo pogosto najdemo v mlečnih in mesnih izdelkih. Nahaja se tudi v 
medijih, bogatih z maščobami, kot so odpadna voda in voda, onesnažena z olji, ter v 
morskem in hiperslanem okolju (Nicaud, 2012). Y. lipolytica se uporablja za številne 
biotehnološke aplikacije, vključno s proizvodnjo citronske kisline, proteinov, encimov, 
farmacevtskih izdelkov in bioremediacijo odpadkov (Groenewald in sod., 2014). Uvrščamo 
jo v klad Yarrowia, kamor so prav tako uvrščene vrste Candida (C.) alimentaria, Y. 
deformans, C. galli, C. hispaniensis, C. hollandica, C. oslonensis, C. phangngensis in Y. 
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Y. lipolytica je dimorfna kvasovka, kar pomeni, da lahko zavzame enocelično obliko ali pa 
tvori micelij (Slika 1). Pravi micelij je sestavljen iz hif, ki v dolžino merijo 3-5 µm (Barth 
in Gaillardin, 1997), psevdomicelij pa je sestavljen iz psevdohif, ki nastanejo, kadar se 
novonastali brst ne oddeli od brsteče se celice. V preprostih in kompleksnih medijih Y. 
lipolytica največkrat raste kot mešanica enocelične oblike in micelija, v neugodnih razmerah 
pa lahko zavzame tudi obliko psevdomicelija (Ruiz-Herrera in Sentandreu, 2002). 
 
 
Slika 1: Morfologija kvasovke Yarrowia lipolytica pod mikroskopom. Zgornja slika prikazuje enocelično 
obliko, spodnja slika prikazuje hife (Nicaud, 2012) 
 
Tudi na makroskopskem nivoju morfologija kvasovke zelo variira. Kolonije so gladke in 
svetleče ali pa zavite in mat videza. Tip morfologije je določen z rastnimi pogoji medija 
(dostopnost ogljika, dušika, pH, sprememba temperature) in z genetskim ozadjem seva. Divji 
sevi kvasovke lahko tvorijo drugačno morfologijo kot njegove mutante. Katero obliko 
zavzame, je odvisno od okolja in seva kvasovke. Znani so nekateri pogoji, ki vodijo preklop 
v določen stadij kvasovke, na primer pomanjkanje magnezijevega sulfata in železovega 
klorida ali dodajanje cisteina ter zmanjševanje glutationa zavira razvoj micelija (Ruiz-




Y. lipolytica ima visoko vsebnost gvaninskih (G) in citozinskih (C) nukleotidov, ki znaša od 
49,6 % do 51,7 % genoma. Večja vsebnost G-C parov v genomu skrbi za njegovo stabilnost 
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in zvišuje talilno temperaturo DNA. Pomembna je tudi velikost genoma, ki omogoča širok 
nabor genov za proizvodnjo primarnih in sekundarnih metabolitov (Barth in Gaillardin, 
1997). Z določanjem vsebnosti deoksiadenozina v eksponentni fazi rasti so ocenili velikost 
genoma Y. lipolytica na približno 20 Mbp (NCBI, 2018), vendar je velikost znotraj klada 
Yarrowia različna (Michely in sod., 2013). Variira od najmanjšega genoma, ki je 10,6 Mbp 
v vrsti C. hispaniensis, do največjega, ki znaša 22,8 Mbp v vrsti C. galli (Groenewald in 
sod., 2014).  
 
Genom seva W29 ima šest kromosomov in mitohondrijsko DNA. Kromosomi so velikosti 
od dva do štiri Mbp, medtem ko je mitohondrijska DNA veliko manjša in sicer 0,05 Mbp 
(NCBI, 2018).  
  
2.2.3 Biotehnološke aplikacije 
 
Fiziološke lastnosti kvasovk človek že dolga leta uporablja v različnih biotehnoloških 
aplikacijah. Uporabljajo se za izdelavo številnih živil kot so kruh, pivo, vino in sir (Zhu Q 
in Jackson, 2015), spadajo pa tudi med najbolj uporabljene modelne organizme v 
molekularni biologiji (Botstein in Fink, 2011). 
 
Kvasovke so tudi pomembne celične tovarne. S tem pojmom opisujemo mikroorganizme ali 
celične kulture, ki proizvajajo produkt oziroma snov, ki je zanimiva za industrijo. Z 
molekularnimi metodami modificiramo naravni metabolizem kvasovk, da le-te producirajo 
večjo količino želenega produkta ali da začnejo sintetizirati nov metabolit. Uporaba 
metabolnega inženiringa se je v glavnem osredotočila na organizma Escherichia coli in 
Saccharomyces serevisiae. Zaradi sposobnosti sinteze in kopičenja visoke koncentracije 
lipidov je tudi Y. lipolytica postala pomembna kvasovka za metabolni inženiring (Zhu Q in 
Jackson, 2015). 
 
Y. lipolytica ima veliko lastnosti, ki so uporabne v biotehnologiji. Znana je po svojih izrazitih 
lipolitičnih in proteolitičnih aktivnostih. Skladno s temi lastnostmi jo najdemo v hrani, ki je 
bogata z maščobami in proteini, še posebej v mlečnih in mesnih izdelkih (Groenewald in 
sod., 2014). Sposobna je rasti na različnih hidrofobnih substratih, kopiči lahko visoke 
koncentracije lipidov, ki jih skladišči v lipidnih telescih (do 40 % svoje suhe teže). Zanimiva 
je tudi zaradi visoke stopnje sekrecije proteinov, prav tako pa je zelo dober model za študije 
mitohondrijskega kompleksa I in model za dimorfizem morfologije (Nicaud, 2012). Poleg 
različnih hidrofobnih substratov in glukoze lahko kot vir ogljika uporablja tudi fruktozo ali 
glicerol. 
 
Y. lipolytica se v biotehnoloških aplikacijah že uporablja kot visokokakovosten vir 
beljakovin za živalsko krmo, proizvodnjo organskih kislin, manitola, eritritola, aromatičnih 
kemikalij, terapevtskih in industrijskih proteinov ter encimov. Uporablja se tudi v namene 
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bioremediacije in detoksifikacije, pa tudi za produkcijo biogoriv. Zaradi sposobnosti 
kvasovke Y. lipolytica, da kopiči visoke količine lipidov v lipidnih telescih, se uporablja za 
proizvodnjo lipofilnih spojin. Nekateri divji sevi te kvasovke so sposobni sintetizirati velike 
količine linolejske kisline, z metodami genskega inženiringa pa lahko ustvarimo 
rekombinantne seve, ki proizvajajo lipide, ki jih divji sev ne producira (primer EPA) 
(Groenewald in sod., 2014).  
 
Y. lipolytica po naravni mavelonatni poti iz acetil-CoA sintetizira dva glavna gradnika za 
biosintezo terpenov, to sta izopentenil difosfat (IPP) in dimetilalil difosfat (DMAPP). Zaradi 
visoke koncentracije citosolnega acetil-CoA predstavlja Y. lipolytica velik potencial za 
uspešno biosintezo različnih terpenoidov, tudi tistih, ki jih naravni sevi ne proizvajajo (Zhu 




Terpeni so velika skupina organskih spojin, ki so zgrajeni  iz več enot izoprena (Melis, 2012). 
Splošna formula terpenov je (C5H8)n, kjer n pomeni število izoprenskih enot in določa 
klasifikacijo terpenov v različne skupine.  
 
 
Slika 2: Kemijska struktura izoprenske enote (Melis, 2012) 
Terpene proizvajajo različni mikroorganizmi, rastline in tudi nekatere žuželke. Pogosto 
imajo močan vonj, s katerim zaščitijo rastlino pred rastlinojedci in pritegnejo plenilce in 
parazite rastlinojedcev (Pichersky, 2006). Terpeni se uporabljajo kot dopolnila v prehrani 
ljudi in živali. Uporabljajo se tudi v farmacevtski in kozmetični industriji, saj so glavna 
sestavina eteričnih olj (Matthäus in sod., 2014). Med terpene uvrščamo tudi naravne 
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Karotenoidi so naravni oranžno-rdeči pigmenti, ki jih sintetizirajo rastline in 
mikroorganizmi (Das in sod., 2007). Sestavljeni so iz osmih izoprenoidnih C5 enot, ki tvorijo 
alifatsko spojino s štiridesetimi ogljikovimi atomi. V središču molekule se orientacija 
izoprenoidne enote obrne, kar tvori simetrično molekulo. Karotenoidi imajo konjugirane 
dvojne vezi, ki predstavljajo kromofor. To je del molekule s šibko vezanimi elektroni, zaradi 
česar je sposoben absorbirati svetlobo v vidnem delu spektra. Absorbirajo valovne dolžine, 
ki dajejo karotenoidom značilno obarvanost (Rodriguez-Amaya in Kimura, 2004).  
 
Med karotenoide sodijo molekule, ki se razlikujejo po kemijski strukturi. Osnovno ogrodje 
je modificirano s ciklizacijo, hidrogeniranjem, dehidrogeniranjem, dodajanjem kisika, 
skrajšanjem osnovne verige ali pa s preureditvijo le-te. Karotenoide delimo v dve skupini, 
karotene in ksantofile. Karoteni, ki so po svoji kemijski zgradbi ogljikovodiki (ß-karoten, 
likopen), vsebujejo samo ogljik in vodik, ksantofili pa imajo poleg ogljika in vodika vezan 
še kisik (primer lutein). Karotenoidi so lahko aciklični (likopen), monociklični (γ−karoten) 
ali diciklični (α− in β−karoten). V naravi karotenoidi zavzamejo stabilnejšo, trans obliko 
(Rodriguez-Amaya in Kimura, 2004).  
 
 
Slika 3: Kemijske strukture različnih karotenoidov (Ye in Bhatia, 2012)  
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Karotenoidi so z vidika industrije zanimivi zaradi svoje obarvanosti, poznana je njihova 
uporaba pri barvilih za hrano. Imajo tudi številne pozitivne lastnosti na zdravje ljudi. 
β−karoten, α−karoten in β−kriptoksantin so prekurzorji vitamina A. Strukturno je vitamin A 
(retinol) polovica β−karotena, zaradi tega je β−karoten najbolj razširjeni prekurzor vitamina 
A. Zaradi velike afinitete po interakcijah s prostimi radikali in singletnimi kisiki imajo 
karotenoidi močne antioksidativne lastnosti. Sodelujejo pri modifikacijah mehanizmov, kot 
so inhibicija proliferacije celic, krepitev celične diferenciacije, stimulacije celične 
komunikacije, inhibicija kancerogenega metabolizma in filtriranje modre svetlobe. Te 
lastnosti karotenoidom omogočajo, da izboljšujejo imunski odziv ter zmanjšujejo tveganje 
za nastanek degenerativnih bolezni kot so rak, kardiovaskularne bolezni, siva mrena in 
degeneracija rumene pege. Veliko vlogo pri antioksidativni učinkovitosti teh spojin ima 
njihova kemijska zgradba. Ugotovljeno je bilo, da je aciklični karotenoid likopen bolj 
učinkovit kot diciklični β−karoten, kljub temu, da imata oba 11 konjugiranih dvojnih vezi. 
Učinki likopena na človeško zdravje v zadnjih letih vzbujajo vedno več pozornosti, saj 
likopen kot močan antioksidant deluje proti raku na pljučih, želodcu in prostati. (Rodriguez-




Kemijska formula likopena je C40H56. Enajst konjugiranih in dve nekonjugirani dvojni vezi 
v likopenu omogočajo nastanek številnih izomerov, vendar se le malo teh dejansko nahaja v 
naravi. Najpogostejša naravna oblika likopena je oblika »all-trans«.   
 
Likopen je rdeče barvilo, ki ga sintetizirajo številni organizmi, od višjih rastlin do bakterij 
(Schwartz in sod., 2017b). Značilno oranžno do rdečo barvo daje tako sadju kot zelenjavi, 
najdemo ga v paradižniku, lubenici, papaji in rdečem korenju. Nahaja pa se tudi v živilih, ki 
niso rdeča, na primer v špargljih in peteršilju. Kljub temu, da je likopen karotenoid, ni 
prekurzor vitamina A (Story  in sod., 2013). 
 
Izmed vseh karotenoidov ima likopen najbolj izrazito antioksidativno delovanje. Narejene 
so bile študije vpliva likopena na različne oblike raka: prostate, dojke, pljuč in želodca. 
Najbolj raziskan je vpliv likopena na raka prostate. Likopen povezujejo tudi z zdravljenjem  
kardiovaskularnih bolezni, osteoporoze, gingivitisa, duševnih motnj in astme. Znani so 
številni pozitivni učinki likopena, vendar je njegova koncentracija v človeškem telesu 
relativno nizka. Zaradi tega raziskovalci menijo, da ima likopen vpliv na metabolizem celice, 
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2.5.1 Metabolna pot likopena 
 
Znani sta dve metabolni poti, ki vodita do nastanka karotenov oziroma terpenov. Obe 
metabolni poti vodita do nastanka IPP in DMAPP, ki sta glavna prekurzorja za sintezo 
terpenov (Das in sod., 2007).  
 
Prva metabolna pot je mevalonatna pot (MVA), ki poteka v kvasovki Y. lipolytica. Poteka 
tudi v citosolu živali, arhej, ostalih gliv in nekaterih bakterij (Miziorko, 2011). Druga 
biosintetska pot je ne-mevalonatna oziroma MEP pot. Poteka v kloroplastih pri rastlinah, v 





Slika 4: Shema metabolne mevalonatne (MVA) poti in ne-mevalonatne (MEP) poti (Ye in sod. 2017). Na 
desnem delu sheme je prikazana mevalonatna pot. Poteka preko intermediata acetoacetil CoA in HMG-CoA 
do mevalonata (MVA), ki se fosforilira (MVA-5-P in MVA-5-PP) do IPP. Opisana metabolna pot je pod 
vplivom različnih mva genov. Na levem delu sheme je prikazana ne-mevalonatna pot, ki je pod vplivom 
drugih genov (dxs, dxr, ispD, ispE, ispF, ispG in ispH). Intermediati, ki pri tem nastanejo, se pretvarjajo en v 
drugega. Iz piruvata in gliceraldehid-3-fosfata nastane 1-deoksi-D-ksiluloza-5-fosfat (DXP), ki se pretvori v 
2-C-metileritritol-4-fosfat (MEP). Nadaljnje modifikacije te molekule preko intermediatov CDP-ME (4-
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difosfohocitidil-2C-metil-D-eritritol-2-fosfat), CDP-MEP (4-difosfohocitidil-2C-metil-D-eritritol 2-fosfat), 
MEC (2-C-metil-D-eritritol 2,4-ciklodifosfat) in HMBPP (4-hidroksi-3-metil-but-2-enil pirofosfat) do IPP 
2.5.1.1 Mevalonatna pot 
 
Zgornja mevalonatno pot je enaka pri vseh organizmih. Edini vir ogljika je acetil-CoA. 
Encim acetoacetil-CoA tiolaza združi dve molekuli acetil-CoA v acetoacetil-CoA. V drugem 
koraku HMG-CoA sintaza doda še eno molekulo acetil-CoA. Nastane molekula HMG-CoA 
(3-hidroksi-3-metil-glutaril-CoA), ki jo HMG-CoA reduktaza pretvori v mevalonat 
(Miziorko, 2011). 
 
V spodnji mevalonatni poti se mevalonat pretvori v IPP (izopentenil difosfat) in DMAPP 
(dimetilalil pirofosfat), ki sta pomembna gradnika za sintezo vseh terpenoidov. Spodnja 
mevalonatna pot ima tri različice. V evkariotih je mevalonat dvakrat fosforiliran na 5-OH 
koncu, nato pa dekarboksiliran, kar vodi v nastanek IPP (Miziorko, 2011). V arhejah se 
mevalonat na 5-OH koncu fosforilira enkrat, nato dekarboksilira do IP (izopentil fosfat) in 
nato ponovno fosforilira do IPP. V tretji mevalonatni poti se mevalonat najprej fosforilira na 
3-OH koncu in nato še na 5-OH. Nastali metabolit, mevalonat-3,5-bifosfat, se dekarboksilira 
do IP in nazadnje še fosforilira do nastanka IPP. Tretjo mevalonatno pot so našli v organizmu 
Thermoplasma acidophilum (Vinokur in sod., 2014). 
 
Pomemben intermediat, ki nastane iz IPP in DMAPP, je FPP (C15) (farnezil pirofosfat), ki 
je prekurzor za sintezo karotenoidov, kvinonov, hopanolov, doliholov in steroidov. 
Geranilgeranil difosfat sintaza katalizira kondenzacijo C15 FPP in C5 izopentenil difosfata 
do intermediata geranil geranil difosfat (C20). Gen, ki ima zapis za encim geranilgeranil 
difosfat sintazo, je Gsg1 oziroma crtE (Matthäus in sod., 2014), pridobljen iz bakterije 
Pantoea ananatis (Schwartz in sod., 2017b).  
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Slika 5: Metabolna pot sinteze likopena (Matthäus in sod., 2014) 
Pri sintezi likopena fitoen sintaza  katalizira kondenzacijo dveh C20 intermediatov v fitoen 
(C40), ki predstavlja osnovno strukturo vseh karotenoidov. Gen, ki ima zapis za fitoen 
sintazo, je crtB (Matthäus in sod., 2014) in je pridobljen iz bakterije P. ananatis (Schwartz 
in sod., 2017b). Fitoen desaturaza povzroči nastanek štirih dvojnih vezi v fitoenu, kar vodi 
v nastanek intermediatov fitofluen, zeta-karoten in neurosporen do končnega produkta 
likopena. Fitoen desaturazo kodira gen crtI (Matthäus in sod., 2014), pridobljen iz bakterije 
P. ananatis (Schwartz in sod., 2017b). 
 
2.5.1.2 Ne-mevalonatna pot 
 
IPP in DMAPP ne nastaneta samo preko mevalonata. Bakterije in rastline uporabljajo 
alternativno, MEP oziroma ne-mevalonatno pot za sintezo IPP in DMAPP. MEP pot se začne 
z združevanjem acetil-CoA in gliceraldehid 3-fosfata v prvi intermediat, 1-deoksi-D-
ksilulozni 5-fosfat (DXP). Le-tega encim DXP redukto izomeraza pretvori v 2-C-metil-d-
eritritol-4-fosfat (MEP). Nadaljnje modifikacije molekule MEP vodijo do nastanka IPP in 
DMAPP molekul (Ye in Bhatia, 2012).  
 
2.6 KLONIRANJE Z METODO »GOLDEN GATE« 
 
Z molekularnimi metodami modificiramo metabolne poti v živih organizmih z namenom 
sinteze želenega metabolita. Ena izmed takih metod je molekulsko kloniranje.  
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Molekulsko kloniranje je sklop metod, ki se uporabljajo za ustvarjanje rekombinantne 
molekule DNA. To je molekula DNA, ki je sestavljena iz dveh ali več fragmentov DNA 
različnih izvorov. Klasične metode kloniranja obsegajo korake, kot so izbira in izolacija 
gostiteljske in vektorske DNA, restrikcija in ligacija ter na koncu še vnos nastale 
rekombinantne DNA v želeni organizem (Molecular Clonning Technical Guide, 2018). 
Obstajajo pa novejše in hitrejše metode kloniranja kot je na primer metoda »Golden Gate«, 
s katero lahko hkrati v eni reakciji izvedemo restrikcijo in ligacijo rekombinantne molekule 
DNA (Lee in sod. 2015).  
 
Metoda »Golden Gate« z uporabo restrikcijskih encimov tipa IIs omogoča, da v eni reakciji 
sestavimo več fragmentov DNA. Primer restrikcijskih encimov IIs sta encima BsaI in 
BsmBI, ki režeta blizu prepoznavnega mesta na verigi DNA in tvorita ne-palindromske 
lepljive konce. Z ustrezno zasnovo restrikcijskih mest na koncih insertov in vektorja, se le-
ti medsebojno povežejo v željeni vrstni red. Restrikcijska mesta zasnujemo s začetnimi 
oligonukleotidi, ki vsebujejo zaporedje za encimsko prepoznavno mesto. Encimi režejo 
izven svojega prepoznavnega mesta, zato končni konstrukt nima prepoznavnega mesta za 
encim (Lee in sod. 2015).  
 
Po želji za hitrejše in enostavnejše kloniranje z metodo »Golden Gate« je podjetje Addgene 
(Massachusetts, ZDA) razvilo komercialni komplet »MoClo (Modular cloning) Toolkit«. 
Vsebuje  96 plazmidov, ki se uporabljajo za hierarhično sestavljanje na podlagi metode 
»Golden Gate«. V MoClo kompletu so posamezni sestavni deli celotnega konstrukta 
kategorizirani kot različni tipi glede na njihovo funkcijo in lokacijo na verigi DNA. Poznamo 
tipe od ena do osem (Slika 6). V prvo in peto skupino uvrstimo povezovalce. To so kratka 
zaporedja, ki omogočijo, da se transkripcijske enote povežejo v ustreznem vrstnem redu. Tip 
dva so promotorji, tri so geni in štiri so terminatorji. Tip šest so selekcijski označevalci. V 
skupino sedem uvrščamo spodnje ujemajoče se zaporedje DNA oziroma ujemajoče se 
zaporedje na 3' koncu DNA, v skupino osem pa zgornje ujemajoče se zaporedje DNA 
oziroma ujemajoče se zaporedje na 5' koncu verige DNA (Lee in sod. 2015).  
 
Vsak tip fragmenta ima pred in po svojem zaporedju unikatna zaporedja, kjer režejo encimi 
tipa IIs. Tako nastanejo lepljivi konci, ki  omogočijo, da se fragmenti različnih tipov 
povežejo med seboj v pravilnem vrstnem redu. To pomeni, da bo po rezanju z encimom IIs 
na koncu promotorja nastal takšen lepljiv konec, da se bo lahko povezal samo z lepljivim 
koncem, ki je nastal pred genom. Posamezna zaporedja znotraj skupine se lahko zamenjajo 
z drugim (na primer en gen z drugim). 
 
Metoda »Golden Gate« omogoča hitro in hierarhično kloniranje. Plazmidi s posameznimi 
transkripcijskimi enotami se enostavno in hitro združujejo naprej v večji konstrukt, ki 
vsebuje več transkripcijskih enot (Lee in sod. 2015). 
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Pri delu smo uporabili naslednje mikroorganizme, pridobljene iz mikrobne zbirke  podjetja 
Acies Bio d.o.o.. 
 
Preglednica 1: Mikroorganizmi, uporabljeni pri delu 
Organizem Opis 
Yarrowia lipolytica W29 
Divji sev, uporabljen kot izhodiščni sev za nadaljnjo 
manipulacijo (zbirka CIRM). 
Yarrowia lipolytica po1F Mutanta seva W29 z delecijo gena LEU2 in URA3 (Schwartz in 
sod., 2017b). 
Yarrowia lipolytica po1F+mxi Sev po1F s plazmidom pCRISPRmxi za  povečanje učinkovitosti 
homologne rekombinacije (To delo). 
E. coli DH10β 
Elektrokompetenten sev, prilagojen za delo z molekularnimi 
tehnikami (Durfee in sod., 2008). 
 
3.1.2 Začetni oligonukleotidi 
 
Preglednica 2: Seznam uporabljenih začetnih oligonukleotidov 
















3.1.3 Sintetični fragmenti DNA 
 
Vsi uporabljeni sintetični fragmenti DNA so bili sintetizirani pri podjetju Twist Bioscience 
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Preglednica 3: Seznam uporabljenih sintetičnih fragmentov DNA. 
Oznaka Opis 
crtB 
Gen, ki kodira encim fitoen sintaza. Pridobljen je iz organizma P. ananatis 
(Schwartz in sod., 2017b). 
crtE 
Gen, ki kodira encim geranilgeranil difosfat sintaza. Pridobljen je iz organizma P. 
ananatis (Schwartz in sod., 2017b). 
crtI 
Gen, ki kodira encim fitoen desaturaza. Pridobljen je iz organizma P. ananatis 
(Schwartz in sod., 2017b). 
tSYN25 Sintetični terminator (Curran in sod., 2015). 
URA3 URA3 avksotrofni označevalec za selekcijo (Acies Bio d.o.o.). 
ZETA3 
Spodnje ujemajoče se zaporedje, namenjeno homologni rekombinaciji na 3' koncu 
DNA (Schmid-Berger in sod., 1994). 
ZETA5 
Zgornje ujemajoče se zaporedje, namenjeno homologni rekombinaciji na 5' koncu 
(Schmid-Berger in sod., 1994). 
LEU2 LEU2 avksotrofni označevalec za selekcijo (Celinska in sod., 2017). 




Preglednica 4: Seznam uporabljenih plazmidov. 
Plazmid Opis 
pCRISPRyl 
Plazmid za pozitivno kontrolo pri transfromaciji kvasovke. LEU2 
avksotrofni označevalec za selekcijo, AmpR za odpornost proti antibiotiku 
ampicilinu, Cas9 za encim (Addgene, Massachusetts, ZDA).  
pCRISPRmxi 
Uporabljen za povečanje učinkovitosti homologne rekombinacije. LEU2 
avksotrofni označevalec za selekcijo, AmpR za odpornost proti antibiotiku 
ampicilinu, dCas9 za regulacijo promotorja pred ku70 in ku80 (Addgene, 
Massachusetts, ZDA). 
pYTK001 
Osnovni plazmid za vstavljanje željenih fragmentov. CamR za odpornost 
proti antibiotiku kloramfenikolu, GFP za sintezo zeleno fluorescirajočega 
proteina (Addgene, Massachusetts, ZDA). 
pYTK002 
Plazmid s povezovalcem ConLS in CamR za odpornost proti antibiotiku 
kloramfenikolu (Addgene, Massachusetts, ZDA). 
pYTK003 
Plazmid s povezovalcem ConL1 in CamR za odpornost proti antibiotiku 
kloramfenikolu (Addgene, Massachusetts, ZDA). 
pYTK004 
Plazmid s povezovalcem ConL2 in CamR za odpornost proti antibiotiku 
kloramfenikolu (Addgene, Massachusetts, ZDA). 
pYTK008 
Plazmid s povezovalcem ConLS' in CamR za odpornost proti antibiotiku 
kloramfenikolu (Addgene, Massachusetts, ZDA). 
pYTK067 
Plazmid s povezovalcem ConR1 in CamR za odpornost proti antibiotiku 
kloramfenikolu (Addgene, Massachusetts, ZDA). 
pYTK068 
Plazmid s povezovalcem ConR2 in CamR za odpornost proti antibiotiku 
kloramfenikolu (Addgene, Massachusetts, ZDA). 
pYTK072 
Plazmid s povezovalcem ConRE in CamR za odpornost proti antibiotiku 
kloramfenikolu (Addgene, Massachusetts, ZDA). 
pYTK073 
Plazmid s povezovalcem ConRE' in CamR za odpornost proti antibiotiku 
kloramfenikolu (Addgene, Massachusetts, ZDA). 
 se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 4: Seznam uporabljenih plazmidov. 
Plazmid Opis 
pYTK091 
Plazmidni vektor, ki služi kot ogrodje pri kloniranju z metodo »Golden 
Gate«. SpecR za odpornost proti antibiotiku spektinomicinu, RFP za sintezo 
rdeče fluorescirajočega proteina (Addgene, Massachusetts, ZDA). 
pYTK095 
Plazmidni vektor, ki služi kot ogrodje pri kloniranju z metodo »Golden 
Gate«. AmpR za odpornost proti antibiotiku ampicilinu, GFP za sintezo 
zeleno fluorescirajočega proteina (Addgene, Massachusetts, ZDA). 
pGGE2-pTEF 
Izhaja iz plazmida pYTK001, v katerem smo z metodo »Golden Gate« 
zamenjali GFP z promotorjem pTEF (To delo).  
pGGE3-crtB 
Izhaja iz plazmida pYTK001, v katerem smo z metodo »Golden Gate« 
zamenjali GFP z genom crtB (To delo). 
pGGE3-crtE 
Izhaja iz plazmida pYTK001, v katerem smo z metodo »Golden Gate« 
zamenjali GFP z genom crtE (To delo). 
pGGE3-crtI 
Izhaja iz plazmida pYTK001, v katerem smo z metodo »Golden Gate« 
zamenjali GFP z genom crtI (To delo). 
pGGE4-tSYN25 
Izhaja iz plazmida pYTK001, v katerem smo z metodo »Golden Gate« 
zamenjali GFP s terminatorjem tSYN25 (To delo).   
pGGE6-synHYG 
Izhaja iz plazmida pYTK001, v katerem smo z metodo »Golden Gate« 
zamenjali GFP z genom hyg (za odpornost prosti antibiotiku higromicinu) 
(To delo). 
pGGE6-synLEU2 
Izhaja iz plazmida pYTK001, v katerem smo z metodo »Golden Gate« 
zamenjali GFP z genom LEU2 (avksotrofni označevalec za selekcijo) (To 
delo). 
pGGE6-synURA 
Izhaja iz plazmida pYTK001, v katerem smo z metodo »Golden Gate« 
zamenjali GFP genom URA3 (avksotrofni označevalec za selekcijo) (To 
delo). 
pGGE7-IntE3_D 
Izhaja iz plazmida pYTK001, v katerem smo z metodo »Golden Gate« 
zamenjali GFP s spodnjim ujemajočim se zaporedjem (down) tarčnega 
integracijskega mesta E3 (To delo). 
pGGE7-zeta_D 
Izhaja iz plazmida pYTK001, v katerem smo z metodo »Golden Gate« 
zamenjali GFP s spodnjim ujemajočim se zaporedjem (down) tarčnega 
integracijskega mesta Z - zeta (To delo). 
pGGE8b-IntE3-U 
Izhaja iz plazmida pYTK001, v katerem smo z metodo »Golden Gate« 
zamenjali GFP desno (up) tarčno homologijo E3 (To delo). 
pGGE8b-zeta_U 
Izhaja iz plazmida pYTK001, v katerem smo z metodo »Golden Gate« 
zamenjali GFP z desno (up) naključno homologijo Z (To delo). 
pGGE0-HYG_E3 
Plazmid s hyg, zgornje in spodnje ujemajoče se zaporedje integracijskega 
mesta E3 (To delo).  
pGGE0-HYG_Z 
Plazmid s hyg, zgornje in spodnje ujemajoče se zaporedje integracijskega 
mesta Z -zeta (To delo).  
pGGE0-LEU2_E3 
Plazmid z LEU2, zgornje in spodnje ujemajoče se zaporedje integracijskega 
mesta E3 (To delo).  
pGGE0-LEU2_Z 
Plazmid z LEU2 zgornje in spodnje ujemajoče se zaporedje integracijskega 
mesta Z-zeta (To delo).  
pGGE0-URA3_E3 
Plazmid z URA3, zgornje in spodnje ujemajoče se zaporedje integracijskega 
mesta E3 (To delo).  
 se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 4: Seznam uporabljenih plazmidov. 
Plazmid Opis 
pGGE0-URA3_Z 
Plazmid z URA3, zgornje in spodnje ujemajoče se zaporedje 
integracijskega mesta Z-zeta (To delo). 
pGGE-TU1-crtB 
Plazmid z transkripcijsko enoto TU1, ki vsebuje gen crtB (pTEF, crtB, 
tSYN25) (To delo).  
pGGE-TU2-crtE 
Plazmid z transkripcijsko enoto TU2, ki vsebuje gen crtE (pTEF, crtE, 
tSYN25) (To delo).    
pGGE-TU3-crtI 
Plazmid z transkripcijsko enoto TU3, ki vsebuje gen crtI (pTEF, crtI, 
tSYN25) (To delo).  
pGGE-crtBEI_HYG_E3 
Plazmid sestavljen iz plazmidov pGGE0-HYG_E3, pGGE-TU1-crtB, 
pGGE-TU2-crtE in pGGE-TU3-crtI (To delo).  
pGGE-crtBEI_HYG_Z 
Plazmid sestavljen iz plazmidov pGGE0-HYG_Z, pGGE-TU1-crtB, 
pGGE-TU2-crtE in pGGE-TU3-crtI (To delo).  
pGGE-crtBEI_LEU2_E3 
Plazmid sestavljen iz plazmidov pGGE0-LEU2_E3, pGGE-TU1-crtB, 
pGGE-TU2-crtE in pGGE-TU3-crtI (To delo).  
pGGE-crtBEI_LEU2_Z 
Plazmid sestavljen iz plazmidov pGGE0-LEU2_Z, pGGE-TU1-crtB, 
pGGE-TU2-crtE in pGGE-TU3-crtI (To delo).  
pGGE-crtBEI_URA3_E3 
Plazmid sestavljen iz plazmidov pGGE0-URA3_E3, pGGE-TU1-crtB, 
pGGE-TU2-crtE in pGGE-TU3-crtI (To delo).  
pGGE-crtBEI_URA3_Z 
Plazmid sestavljen iz plazmidov pGGE0-URA3_Z, pGGE-TU1-crtB, 




Pri svojem delu smo uporabljali tekoča in trdna gojišča. Pripravili smo jih tako, da smo vse 
sestavine razen agarja zatehtali v čašo in dodali ustrezen volumen destilirane vode. Pri 
pripravi trdnih gojišč smo najprej v steklenice zatehtali agar in nato dolili pripravljeno 
gojišče. Gojišča smo sterilizirali v avtoklavu 20 minut pri 121 °C. Po potrebi smo dodali 
ustrezne antibiotike v ustreznih koncentracijah, izbrane aminokisline, purine, pirimidine, 
glukozo ali pufer MES. Gojišča smo razlili v plastične sterilne petrijevke in jih hranili do 
uporabe v hladilniku (4 °C). Tekoča gojišča smo po avtoklaviranju pustili, da se ohladijo in 
jih do uporabe hranili na sobni temperaturi. 
 
3.1.5.1 2TY (Tryptone Yeast Extract) 
 
2TY je standardno mikrobiološko gojišče. Uporabili smo ga v tekoči in trdni obliki za 
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Preglednica 5: Sestava gojišča 2TY 
 
3.1.5.2 YEPD (Yeast Extract Pepton Dextrose) 
 
YEPD je mikrobiološko gojišče za gojenje kvasovk. Uporabili smo ga v tekočem in trdnem 
stanju.  
 
Preglednica 6: Sestava gojišča YEPD 
 
3.1.5.3 YEPD s povečano vsebnostjo glukoze 
 
Osnovnemu gojišču YEPD smo dodali namesto 20 g L-1 dodali 40 g L-1 glukoze. To gojišče 
smo uporabljali v tekočem stanju za gojenje transformant.  
 
3.1.5.4 YEPD z glicerolom 
 
V osnovnem gojišču YEPD smo glukozo zamenjali z glicerolom v končni koncentraciji 2 % 
(20 g L-1) 
 
3.1.5.5 MM (Minimal Media) + glukoza  + pufer MES + aminokisline brez levcina in/ali 
uracila 
 
MM je minimalno (definirano) gojišče. Uporabili smo ga v trdnem agregatnem stanju za 







Sestavina Koncentracija v gojišču Proizvajalec 
Kazein pepton 16  g L-1 Merck 
Kvasni ekstrakt 10  g L-1 Biolife 
NaCl 5  g L-1 Carlo Erba 
Agar 20  g L-1 Biolife 
Destilirana voda do 1 L  
Sestavina Koncentracija v gojišču Proizvajalec 
Kvasni ekstrakt 20  g L-1 Biolife 
Kazein pepton 20   g L-1 Merck 
Glukoza  20   g L-1 Roquette 
Agar  20   g L-1 Biolife 
Destilirana voda  do 1 L  
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Preglednica 7: Sestava gojišča MM + glukoza + pufer MES + aminokisline/purini/pirimidini 
Sestavina Koncentracija v gojišču Proizvajalec 
YNB brez aminokislin in amonijevega 
sulfata  1,7 g L-1 Sigma 
Amonijev sulfat 5 g L-1 Roth 
Destilirana voda 800 mL  
po avtoklaviranju:   
Glukoza 10 x * 100 mL  
Pufer MES ** 20 mL  
Aminokisline/pirimidini/purini 25 x *** 40 mL  
Sterilna destilirana voda do 1 L  
* Glukoza 10 x se je pripravila ločeno kot 20 % vodna raztopina; filtrat raztopine smo dodali gojišču po 
avtoklaviranju. 
** Pufer MES smo pripravili tako, da smo zatehtali 97,6 g MES in dolili bidestilirano vodo do 450 mL. 
pH = 5,7. 
*** Aminokisline in purine/pirimidine smo pripravili v obliki 25 x raztopine (Preglednica 8). Po potrebi smo 
uracil in levcin izpustili.  
 
Preglednica 8: Sestava raztopine aminokislin in purinov/pirimidinov 
Sestavina Koncentracija v gojišču Proizvajalec 
Arginin 16,5 mg L-1 Sigma 
Asparagin 100 mg L-1 Sigma 
Glutaminska kislina 87 mg L-1 Sigma 
Histidin 20 mg L-1 Sigma 
*Levcin 60 mg L-1 Sigma 
Lizin 14 mg L-1 Glentham 
Metionin 20 mg L-1 Sigma 
Fenilalanin 50 mg L-1 Sigma 
Serin 375 mg L-1 Sigma 
Treonin 200 mg L-1 Sigma 
Triptofan 40 mg L-1 Acros Organics 
Tirozin 30 mg L-1 Acros Organics 
Valin 150 mg L-1 Sigma 
Adenin 29,3 mg L-1 Sigma 
*Uracil 20 mg L-1 Sigma 








DreamTaq DNA polimeraza Thermo Scientific 
FastDigest DpnI Thermo Scientific 
FastDigest Eco147 Thermo Scientific 
FastDigest Esp3I Thermo Scientific 
FastDigest EcoRI Thermo Scientific 
 se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 9: Seznam uporabljenih encimov 
Encimi Proizvajalec 
FastDigest Eco31I Thermo Scientific 
FastDigest HincII Thermo Scientific 
FastDigest NotI Thermo Scientific 
FastDigest PstI Thermo Scientific 
FastDigest XhoI Thermo Scientific 
Phusion DNA polimeraza Thermo Scientific 











3.1.8 Pufri in ostale kemikalije 
 
Preglednica 11: Seznam uporabljenih pufrov in kemikalij 
Pufri  in ostale kemikalije Proizvajalec 
10x DreamTaq pufer Thermo Scientific  
5x Phusion GC pufer  Thermo Scientific  
Fast Digest Green pufer  Thermo Scientific  
10x T4 DNA ligazni pufer  Thermo Scientific  
10x FastAP pufer  Thermo Scientific  
6x LD DNA nanašalni pufer Thermo Scientific 
50x TAE pufer *  
50 % glicerol ECP 
acetonitril Thermo Scientific 
dNTP Thermo Scientific 
DMSO Thermo Scientific 
destilirana voda brez nukleaz Thermo Scientific 
metanol Baker 
PEG 6000 Sigma 
SYBR® safe gel stain Invitrogen 
THF (z 0.02 % BHT) Merck 
 
* Sestava 50x tris acetatnega pufra z EDTA (TAE)  
 
- 242 g trishidroksimetilaminometana (TRIS) 
- 57,1 mL ledocetne kislina  
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- 100 mL 0,5 M etilendiamintetraocetne kisline (EDTA) 
- destilirana voda do 1 L 
 
Sestava 0,5 M raztopine EDTA 
 
- 146,1 g EDTA 
- destilirana voda do L 
  
Sestava topila heptan-etil acetat v razmerju 50:50 
 
- 50 ml heptana (Merc) 
- 50 ml etil acetata (ECP) 
 
 
3.1.9 Komercialni kompleti 
 
Preglednica 12: Seznam uporabljenih komercialnih kompletov 
Komplet Proizvajalec 
GenElute™ Plasmid Miniprep Kit Sigma-Aldrich 
YeaStar Genomic DNA Kit Zymo Research 
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System  Promega 
 
3.1.10 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 13: Laboratorijska oprema uporabljena pri laboratorijskem delu delu 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Avtoklav Sutjeska 
Analitska tehnica Kern 
Avtomatska pipeta Gilson 
Aparatura za izvajanje agarozne gelske elektroforeze Bio-Rad 
Aparatura za slikanje elektroforetskih gelov  Bio-Rad 
Aparatura za elektroporacijo  Bio-Rad 
Centrifuga Hettich, Tehtnica 
Homogenizator FastPrep Savant 
Hladilnik (4 °C)  Gorenje, LTH 
HPLC analitika Thermo Finnigan 
Inkubator za bakterije (37 °C) Sutjeska 
Inkubator za kvasovke (28 °C) Sutjeska 
Laminarij Iskra pio 
Liofilizator Christ 
Ledomat Wessamat 
Magnetno mešalo Uniequip, Tehtnica 
 se nadaljuje 
21 
Prendl P. Izražanje genov za biosintezo likopena v kvasovki Yarrowia lipolytica.   




Nadaljevanje preglednice 13: Laboratorijska oprema uporabljena pri laboratorijskem delu delu 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Mikrovalovna pečica Gorenje, LTH 
Masni spektrometer Thermo Scientific 
Mikroskop Olympus 
Naprava za verižno reakcijo s polimerazo (PCR) Eppendorf 
pH meter Uniequip 
Spektrofotometer Tecan 
Stresalnik  Infors ht, Labnet 
Tehtnica Kern 
Termoblok Thermo Fisher Scientific  
Vodna kopel Grant 
Vrtinčnik Ika 
Zamzrovalnik (-20 °C) LTH, Beko 
Zamrzovalnik (-80 °C) Heto 
 
3.1.11 Steklovina in potrošni material 
 
Preglednica 14: Steklovina in potrošni material uporabljena pri laboratorijskem delu 
Steklovina/Potrošni material 
Avtoklavirni trak 
Centrifugirke (50 mL) 
Elektroporacijske kivete 
Erlenmajerice (250 mL) 
Filter Minisart za sterilizacijo z velikostjo por 0,2 µm 
Injekcijska brizga (2 mL, 20 mL) 
Krioviale 
Krovno steklo 
Magnetki za mešanje 
Merilni valji (od 50 mL do 1 L) 
Mikrotitrska ploščica s 96 vdolbinicami 
Mikrocentrifugirke (1,5 mL, 2 mL) 
Mikrocentrifugirke s pokrovom na navoj (2 mL) 
Nastavki za avtomatsko pipeto (1 µL, 20 µL, 200 µL, 1000 µL)  
Steklene kroglice za razmazovanje 
Steklene čaše  
Steklenice z zamaškom (0,5 L, 1 L) 
Sterilne plastične petrijevke 
Sterilna plastična spatula po Drigalskem 
Sterilni zobotrebci 
Sterilna plastična cepilna zanka 
Objektno steklo 
Vžigalnik za ožiganje 
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Pri magistrskem delu smo uporabili različne metode, ki jih lahko širše uvrstimo med 
bioinformatske, molekularne,  mikrobiološke in analitske metode.  
 
Najprej smo s programom SnapGene 3.2 ter na podlagi različne literature analizirali genom 
kvasovke Y. lipolytica. Z namenom hkratnega vnosa genov crtE, crtI in crtB s transformacijo 
smo načrtovali plazmidne vektorje pGGE-crtBEI_HYG_E3, pGGE-crtBEI_HYG_Z, 
pGGE-crtBEI_LEU2_E3, pGGE-crtBEI_LEU2_Z, pGGE-crtBEI_URA3_E3, pGGE-
crtBEI_URA3_Z. Ti plazmidni vektorji vsebujejo vse tri gene, integracijsko mesto in 
selekcijski označevalec. Izbrali smo integracijski mesti E3 in Z (zeta). Integracijsko mesto 
E3 je tarčno integracijsko mesto na kromosomu E, Z (zeta) pa vsebuje transpozonske regije 
in je zato integracija v genom naključna. Načrtovani plazmidni vektorji vsebujejo tudi 
selekcijski označevalec hyg (rezistenca proti antibiotiku higromicinu), LEU2 (avksotrofni 
selekcijski označevalec) ali URA3 (avksotrofni selekcijski označevalec).  
 
Iz seva Y. lipolytica po1F smo izolirali genomsko DNA in z verižno reakcijo s polimerazo 
(PCR, ang. polymerase chain reaction) pomnožili promotor pTEF ter zgornje in spodnje 
ujemajoče se zaporedje integracijskega mesta E3. Z metodo »Golden Gate« smo iz 
produktov PCR in sintetičnih fragmentov (Preglednica 3) sestavili plazmidne vektorje. 
Preverjene konstrukte smo transformirali v seva po1F in po1F+mxi. 
 
Mikrobiološke metode zajemajo  metode gojenja in selekcije organizmov v različnih tekočih 
in trdnih medijih. Transformante smo gojili na trdnih gojiščih (YEPD in selekcijska gojišča), 
za produkcijo likopena pa smo uporabili tekoča gojišča.   
 
Analitske metode smo uporabljali za potrjevanje uspešnosti transformacije in kvantifikacijo 
likopena. Uspešnost transformacije smo potrdili z metodo PCR na osnovi celičnih lizatov, 
kvantifikacijo likopena pa smo izvedli s kromatografsko analizo, masno spektroskopijo in 
spektroskopijo, ki temelji na absorpciji določene valovne dolžine. 
 
3.2.1 Izolacija genomske DNA iz kvasovk 
 
Sterilno smo inokulirali kvasno kolonijo v 5 ml tekočega gojišča YEPD in celice gojili preko 
noči pri temperaturi 28° C. Za izolacijo genomske DNA smo uporabili komercialni komplet 
reagentov YeaStar Genomic DNA Kit. Po uspešni izolaciji genomske DNA smo s 
spektrofotometrom pomerili koncentracijo in čistost DNA..  
 
3.2.2 Izolacija plazmidne DNA iz bakterij 
 
Za izolacijo plazmidne DNA iz bakterij smo dan pred izolacijo inokulirali E. coli z želenim 
plazmidom v ustrezno tekoče gojišče ter gojili preko noči pri temperaturi 37° C. Uporabili 
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smo komercialni komplet reagentov QIAquick® Spin MiniPrep Kit (QIAGEN) in sledili 
navodilom proizvajalca. Po končani izolaciji smo na spektrofotometru preverili 
koncentracijo in čistost DNA. 
 
3.2.3 Reakcija PCR 
 
Reakcija PCR je molekularna metoda, ki omogoča pomnoževanje odsekov DNA s pomočjo 
encima DNA-polimeraza. Za pomnoževanje želenega odseka DNA uporabimo dva začetna 
oligonukleotida, ki sta komplementarna začetnemu in končnemu odseku DNA. 
Pomnoževanje poteka verižno, po vsakem ciklu se število kopij odseka DNA podvoji. Med 
ciklom pomnoževanja se temperatura spreminja. Z dvigom temperature nastane enoverižna 
DNA, kar daje osnovo za naleganje začetnih oligonukleotidov, nato sledi podaljševanje 
verige DNA (Preglednica 16).  
 
Preglednica 15: PCR reakcijska mešanica 
Reagent Količina 
destilirana voda brez nukleaz 28,5 µl 
5 x HF zeleni pufer 10 µl 
20 mM dNTP 5 µl 
10 mM začetni oligonukleotid 1 2,5 µl 
10 mM začetni oligonukleotid 2 2,5 µl 
polimeraza Phusion 1 µl 
matrična DNA (genomska DNA) 0,5 µl 
 50 µl 
 
Preglednica 16: Program za reakcijo PCR 
Temperatura Čas  Število ciklov Namen 
98 °C 3 min 1 Začetna denaturacija 
98 °C 20 s  Denaturacija dvoverižne DNA 
Tm* 30 s 30 Vezava začetnih oligonukleotidov 
72 °C t**  Podaljševanje verig DNA 
72 °C 10 min 1 Končno podaljševanje 
4 °C / 1 Kratkoročno shranjevanje 
* Tm je temperatura prileganja začetnih oligonukleotidov in je odvisna od tališča začetnih oligonukleotidov  
** t je čas podaljševanja verige DNA in je odvisen od dolžine odseka DNA, ki ga pomnožujemo; ob uporabi 
polimeraze Phusion se v eni minuti pomnoži 1 kb dolg odsek DNA  
 
Z reakcijo PCR smo namnožili fragmente DNA, ki smo jih uporabili za kloniranje. Uporabili 
smo  specifične kombinacije začetnih oligonukleotidov (Preglednica 17) in genomsko DNA 
seva po1F kot matrično DNA.  
 
24 
Prendl P. Izražanje genov za biosintezo likopena v kvasovki Yarrowia lipolytica.   




Preglednica 17: Specifične kombinacije začetnih oligonukleotidov, temperature prileganja in čas 
podaljševanja za posamezne fragmente. 
Pomnoženi fragment Začetni oligonukleotidi Tm t 
YlpTEF1/pTEF P1: pTEF1600_GGE2_F 64 °C 30 s 
  P2: pTEF1600_GGE2_R   
int_E3_up P1: gge8b_intE3_up_F 59,5 °C 1 min 
  P2: gge8b_intE3_up_R   
int_E3_down P1: gge7_intE3_down_F 60 °C 45 s 
  P2: gge7_intE3_down_R   
 
 
3.2.4 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Agarozna gelska elektroforeza je ena izmed najpogosteje uporabljenih metod v molekularni 
biologiji. Uporablja se za ločevanje nukleinskih kislin glede na njihovo velikost. Negativno 
nabita molekula DNA potuje v električnem polju skozi agarozni gel. Krajše molekule so 
lažje in se skozi pore v agaroznem gelu premikajo hitreje kot daljše molekule in zato tudi 
pripotujejo dlje v električnem polju. S tovrstno metodo lahko ločujemo molekule DNA 
velikosti 100 – 25.000 bp (Lee in sod., 2012). Agarozno gelsko elektroforezo smo uporabili 
po reakciji PCR za preverjanje prisotnosti in dolžine namnoženih fragmentov ter pri 
restrikcijskih analizah genskih konstruktov.   
 
Za analizo DNA z gelsko elektroforezo smo pripravili 0,8 %-ni agarozni gel. V stekleni 
erlenmajerici smo zatehtali ustrezno količino agaroze in ji dodali 1x TAE pufer. Mešanico 
smo segrevali v mikrovalovni pečici, dokler se agaroza ni popolnoma raztopila. V delno 
ohlajeno raztopino smo dodali 1 µl barvila SYBR® Safe na 100 ml raztopine. Vse skupaj 
smo vlili v vnaprej pripravljeno stojalo za gel z glavničkom. Ko se je gel popolnoma strdil, 
smo odstranili glavniček in prenesli gel v elektroforezno banjico z 1x TAE pufrom tako, da 
so jamice v gelu na negativni strani električnega polja. V prvo jamico na gelu smo nanesli 
6-7 µl DNA velikostnega standarda, v ostale jamice pa vzorce. Elektroforeza je potekala od 
30 minut do ene ure pri konstantni napetosti 120 V. Po končani elektroforezi smo gel prenesli 
na transiluminator in ga presvetili z UV lučjo. Kadar smo potrebovali DNA še v nadaljnjih 
korakih, smo pred uporabo UV luči namestili zaščitni filter. 
 
3.2.5 Čiščenje fragmentov DNA iz agaroznega gela 
 
Iz gela smo s skalpelom izrezali ustrezen fragment in ga prenesli v 2 ml mikrocentrifugirko. 
Za čiščenje fragmentov DNA iz agaroznega gela smo uporabili komercialni komplet 
reagentov Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Izolacijo smo izvedli po 
navodilih proizvajalca. Po končani izolaciji smo na spektrofotometru preverili koncentracijo 
in čistost DNA. 
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3.2.6 Transformacija plazmidov z elektroporacijo 
 
Transformacija je sprejem proste DNA iz okolja v celico in vključitev le-te v genom 
prejemnika. Celicam, ki so sposobne transformacije, pravimo kompetentne celice (Chen in 
Dubnau, 2004). Pri našem delu smo za kompetentne celice uporabili E. coli sev DH10ß. Z 
električnim tokom (2 kV, 600 Ω, 25 μF) smo povečali prepustnost celične membrane ter s 
tem omogočili privzem proste DNA iz okolja (Chen in Dubnau, 2004).  
 
K 40 µl elektrokompetentnim celicam smo dodali 1-2 µl plazmida ter nežno premešali. 
Celotno suspenzijo smo nato prenesli v predhodno ohlajeno elektroporacijsko kiveto in jo 
izpostavili električnemu toku (2 kV, 600 Ω, 25 μF). Vsebino kivete smo resuspendirali v 0,5 
mL tekočega 2TY gojišča, nato prenesli suspenzijo v mikrocentrifugirko in inkubirali 30 
minut v vodni kopeli na temperaturi 37 °C. V primeru kloniranja z metodo »Golden Gate« 
smo 50 µl suspenzije direktno nacepili do posameznih kolonih na trdno gojišče 2TY z 
ustreznim antibiotikom, v ostalih primerih pa smo suspenzijo centrifugirali (3 minute pri 
6000 rpm), odstranili večino gojišča, pelet celic pa resuspendirali v preostalem gojišču ter 
nato nacepili na plošče z ustreznimi antibiotiki. Plošče smo preko noči inkubirali pri 37° C.  
 
3.2.7 Kloniranje z metodo »Golden Gate« 
 
Z metodo »Golden Gate«  smo vsak fragment, ki smo ga namnožili s PCR reakcijo ali z 
gensko sintezo preko podjetja Twist Bioscience, vnesli v plazmid pYTK001. Plazmide smo 
poimenovali na primer pGGE3-crtB, kjer število označuje v katero skupino spada fragment, 
glede na klasifikacijo v komercialnem kompletu MoClo (Lee in sod. 2015).  
 
Preglednica 18: Primer reakcijske mešanice »Golden Gate« za vstavljanje fragmentov DNA v vektorski 
plazmid pYTK001 
Vrsta plazmida Reagent Količina 
insert fragment gen crtB 1 µL 
vektor pYTK001 1 µL 
 T4 ligazni pufer 1 µL 
 T7 ligaza 0,5 µL 
 BsmBI 0,5 µL 
 destilirana voda brez nukleaz 7 µL 
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Preglednica 19: Program za reakcijo »Golden Gate« 
Temperatura Čas Število ciklov Namen 
42 °C 5 min 25 Restrikcija plazmidov 
16 °C 2 min 25 
Ligacija lepljivih koncev inserta in 
vektorja 
42 °C 5 min 1 Končna restrikcija 
4 °C   Kratkoročno shranjevanje 
 
Po končani reakciji »Golden Gate« smo 1 µL reakcijske mešanice transformirali z 
elektroporacijo v E. coli DH10ß, ter naslednji dan preverili uspešnost kloniranja. Uspešne 
transformante smo inokulirali v prekonočno kulturo in naslednji dan izvedli izolacijo 
plazmida.   
 
V naslednjem koraku smo z reakcijo »Golden Gate« sestavili plazmid s transkripcijsko enoto 
(Priloga A1-A3) in plazmid, ki vsebuje zaporedja za selekcijski označevalec ter integracijsko 
mesto (Priloga A4-A9). V reakcijsko mešanico smo dodali plazmidni konstrukt iz prvega 
koraka, ki ima promotor, gen ali terminator in ustrezne povezovalce (Slika 6, korak C). 
Sestavili smo tri plazmide s transkripcijskimi enotami in jih poimenovali pGGETU1-crtB, 
pGGETU2-crtE in pGGETU3-crtI. Vsaka transkripcijska enota je sestavljena iz promotorja 
pTEF1, iz enega izmed crt genov in terminatorja tSYN25. Pred promotorjem in za 
terminatorjem so povezovalci, ki omogočajo, da se bodo transkripcijske enote v naslednjem 
koraku povezale v pravilnem vrstnem redu. Koncentracija plazmidov v reakcijski mešanici 
je 40 fmol.  Poleg plazmidov pa smo v reakcijsko mešanico še dodali 1 µl T4 ligaznega 
pufra, 0,5 µl T7 ligaze in encim BsaI.  
V zadnjem koraku je sledilo združevanje treh plazmidov s transkripcijskimi enotami in 
plazmidnim konstruktom s selekcijskim označevalcem in integracijskim mestom. Končni 
konstrukti se razlikujejo glede na integracijsko mesto in selekcijski označevalec 
(Preglednica 20). V reakcijsko mešanico smo poleg plazmidov dodali še 1 µl T4 ligaznega 
pufra, 0,5 µl T7 ligaze in encim BsmBI.  
 
Preglednica 20: Sestavljeni plazmidi za transformacijo 






pGGE-crtBEI_URA3_E3 crtB, crtE, crtI URA3 E3 
pGGE-crtBEI_URA3_ZETA crtB, crtE, crtI URA3 ZETA 
pGGE-crtBEI_LEU2_E3 crtB, crtE, crtI LEU2 E3 
pGGE-crtBEI_LEU2_ZETA crtB, crtE, crtI LEU2 ZETA 
pGGE-crtBEI_Hyg_E3 crtB, crtE, crtI hyg E3 
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3.2.8 Transformacija v kvasovko Y. lipolytica 
 
Transformacija je privzem proste DNA iz okolja v celico. Privzeta DNA se lahko s 
homologno rekombinacijo vgradi v genom kvasa. Homologna zaporedja so zaporedja, ki 
imajo skoraj identično zaporedje in zato pride na tem delu DNA do zamenjave fragmentov 
(Gietz in Woods, 2004).   
 
Pri našem delu smo uporabili transformacijo, kjer smo uporabili 2 M litijev acetat, PEG in 
enoverižno nosilno DNA verigo (Holkenbrink in sod., 2018). Dan pred transformacijo smo 
pripravili kulturo za transformacijo. V 100 µL sterilne destilirane vode smo resuspendirali 
sev Y. lipolytica po1F in ga s steklenimi kroglicami enakomerno nacepili na plošče YEPD, 
ki smo jih preko noči inkubirali preko noči pri 30° C.  
 
Manjšo količino celic zrastlih na gojišču YEPD smo resuspendirali v 1 mL sterilne 
destilirane vode in centrifugirali (5 min, 3000 xg), odstranili supernatant in pelet trikrat sprali 
z 1 mL sterilne destilirane vode. Delo je ves čas potekalo na ledu. Po zadnjem centrifugiranju 
smo pelet resuspendirali s transformacijsko mešanico: 
PEG (50 %) 87.5 µL 
Litijev acetat (2 M ) 5 µL 
Enoverižna nosilna DNA veriga (10 mg/ml) 2.5 µL 
DTT (2 M) 5 µL 
in dodali 3 µg plazmidne DNA (večgenskega 
vektorski plazmid).   
 
Sledila je enourna inkubacija pri 39° C. Suspenzijo smo ponovno centrifugirali in pelet sprali 
s tekočim YEPD gojiščem. Regeneracija celic je potekala dve uri. Po končani regeneraciji 
smo celice centrifugirali, resuspendirali v 300 µL destilirane vode ter celotno suspenzijo 
nacepili na ustrezno selekcijsko gojišče.  
 
3.2.9 Preverjanje transformant 
 
Po uspešni transformaciji smo z reakcijo PCR na celičnih lizatih preverili prisotnost 
vključka, ki smo ga želeli vgraditi v genom kvasovke. S plošče smo postrgali kolonijo 
transformante, jo resuspendirali v 20 µL 20 mM NaOH in suspenzijo inkubirali 10 minut pri 
temperaturi 98° C. Za preverjanje transformant E3-1 do E3-10 smo uporabili kombinacijo 
začetnih začetnih oligonukleotidov ic_E3-crtB_F in ic_E3-crtB_R, katerih temperatura 
naleganja je 52° C. Za preverjanje transformant Z1-Z4 pa smo uporabili kombinacijo 
začetnih oligonukleotidov cPCR_BEI_U_Z_Fw in cPCR_BEI_U_Z_Rv s temperaturo 
naleganja 58° C 
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Preglednica 21: Mešanica za reakcijo PCR na osnovi celičnih lizatov. 
Reagent Količina 
destilirana voda brez nukleaz 7,75 µl 
5 x HF zeleni pufer 1,5 µl 
20 mM dNTP 1,5 µl 
10 mM začetni oligonukleotid 1 0,75 µl 
10 mM začetni oligonukleotid 2 0,75 µl 
DMSO 0,6 µl 
polimeraza DreamTaq 0,15 µl 
matrična DNA (lizat transformante) 2 µl 
 15 µl 
 
Preglednica 22: Program za reakcijo PCR na osnovi celičnih lizatov. 
Temperatura Čas  Število ciklov Namen 
98 °C 3 min 1 Začetna denaturacija 
98 °C 20 s  Denaturacija dvoverižne DNA 
T* 30 s 30 Vezava začetnih oligonukleotidov 
72 °C 40 s  Podaljševanje verig DNA 
72 °C 10 min 1 Končno podaljševanje 
4 °C / 1 Kratkoročno shranjevanje 
T* temperatura naleganja začetnih oligonukleotidov  
 
3.2.10 Produkcija likopena 
 
Produkcija likopena je potekala v 250 mL erlenmajericah, ki so vsebovale 50 mL gojišča 
YEPD. S cepilno zanko smo iz plošč postrgali biomaso transformant ter inokulirali 
pripravljeno gojišče. Erlenmajerice smo inkubirali s stresanjem pri 30° C, 220 rpm. Po 24 h 
smo spektreofotometrično izmerili celično gostoto kulture pri valovni dolžini 600 nm 
(OD600). Celično brozgo smo inokulirali v 50 mL svežega gojišča YEPD tako, da je bil 
začetni OD600 0,05. Vsako transformanto in divji sev smo naredili v treh tehničnih 
paralelkah. Tako pripravljeno produkcijsko kulturo smo inkubirali s stresanjem pri 28 °C in 
220 rpm šest dni. Drugi, četrti in šesti dan smo izvedli vzorčenje. Merili smo celično gostoto 
v produkcijskem gojišču, vsebnost likopena, glukoze, citronske kisline in suho maso 
kvasovk. 
 
Z najboljšo transformanto z integracijskim mestom E3 in najboljšo transformanto z 
integracijskim mestom zeta smo ponovili produkcijo likopena. V drugi seriji produkcije smo 
uporabili gojišče YEPD s 40 g L-1 glukoze, ki je predstavljajo dušik omejujoče gojišče, v 
gojišču YEPD, kjer smo glukozo zamenjali z glicerolom, in še enkrat v gojišču YEPD z 20 
g L-1 glukoze.  
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3.2.11 Ekstrakcija likopena 
 
Kot topilo pri ekstrakciji smo uporabili heptan-etil acetat v razmerju 1:1. Iz 200 µL celične 
kulture smo s centrifugiranjem najprej odstranili gojišče. Celice smo nato sprali z 1 mL 
dH2O in še enkrat centrifugirali. K nastalemu peletu celicam smo dodali 1,2 mL topila in 
500 uL steklenih kroglic. Vsebino smo s celičnim homogenizatorjem FastPrep 120 trikrat 
premešali na maksimalni moči in vmes inkubirali na ledu. Sledilo je centrifugiranje (14.000 
rpm, 10 min), s katerim smo ločili ekstrakt likopena od ostankov celic. Ekstrakt smo prenesli 
v čiste steklene viale in dodali enak volumen THF (z 0,02 % BHT).  
 
3.2.12 Merjenje količine glukoze in citronske kisline v produkcijskem gojišču 
 
Količine glukoze in citronske kisline v produkcijskem gojišču smo pomerili z analizo HPLC. 
Tekom produkcije smo 1 mL celične brozge centrifugirali in supernatant prenesli v čiste 
steklene temne viale.  
 
3.2.13 Merjenje suhe celične mase 
 
Suho maso celic smo določili s tehtanjem liofiliziranih vzorcev. V predhodno stehtane 
mikrocentrifugirke smo prenesli 1 mL celične brozge in centrifugirali. Pelet smo sprali z 1 
mL dH2O ter ponovno centrifugirali. Odstranili smo supernatant, pelet zamrznili preko noči 
pri -80° C in jih naslednji dan vstavili v liofilizator. Čez 48 ur smo vzorce stehtali in odšteli 
maso mikrocentrifugirke.   
 
3.2.14 Merjenje rasti kvasovke Y. lipolytica s spektrofotometrom 
 
Rast kvasovke oziroma celično gostoto smo merili spektrofotometrično pri valovni dolžini 
600 nm. V  mikrotitrsko ploščico smo prenesli 200 µL vzorca in s pomočjo programa 
Megallan pomerili optično gostoto. 
 
3.2.15 Določanje vsebnosti likopena  
 
Za določanje vsebnosti likopena smo uporabili kromatografske metode. Identifikacija 
likopena je bila narejena s  HPLC-MS/MS analizo, na HPLC instrumentu Thermo Accela 
1250, opremljenim s PDA detektorjem in sklopljenim z masnim spektrometrom Thermo 
TSQ Quantum Access MAX, ki je opremljen s APCI ionskim izvorom. Vsebnost likopena 
smo kvantificirali HPLC-PDA metodo, pri valovni dolžini 455 nm.  
  
HPLC je analitska tehnika, ki se uporablja za ločevanje, identifikacijo in količinsko 
določevanje posameznih analitov v kompleksni raztopini vzorca. Črpalka v HPLC 
instrumentu potiska mobilno fazo z visokim tlakom skozi kolono, ki je napolnjena s 
stacionarno fazo. Na začetek kolone se naloži vzorec in tekom analize različne komponente 
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v vzorcu različno integrirajo s stacionarno fazo, zaradi česar pride do ločitve posameznih 
komponent (Skoog in sod., 2007), ki so zaznane na detektorju. Če HPLC povežemo naprej 
z masnim spektrometrom, razširimo možnost zaznavanja analitov in jih lahko zanesljivo 
identificiramo. V masnem spektrometru tečejo mobilna faza in iskani analiti najprej skozi 
ionski izvor, kjer izhlapijo vse hlapne komponente, nehlapni analiti pa se ionizirajo pod 
vplivom električnega toka in dobijo naboj. Ionizirani analiti se v detektorju v magnetnem 
polju ločijo glede na razmerje med njihovo maso in nabojem (m/z). Detektor zazna serijo 
signalov, ki jih procesor za obdelavo podatkov obdela in to vidimo kot masni spekter. Na 
podlagi signalov v masnem spektru lahko sklepamo na identiteto in strukturo molekul 
(Skoog in sod., 2007). 
 
Za ločevanje analitov iz fermentacijske brozge smo uporabili stacionarno fazo C18, kolono 
Hypersil GOLD dimenzij 100x4.6 mm, z velikostjo delcev 5 mikrometrov. Uporabili smo 
gradientno metodo z mešanico dveh različnih mobilnih faz (Preglednica 23), kjer druga 
služi kot eluent za iskane analite. Za mobilno fazo A smo uporabili mešanico 85 % metanola 
in ultračiste vode, mobilna faza B pa je bila sestavljena iz 60% acetonitrila in 40 % 
tetrahidrofurana. Pretok na koloni je bil 1 mL min -1, kolona je bila termostatirana na 25 °C. 
Identifikacija likopena je bila izvedena na HPLC-MS/MS sistemu, kjer smo uporabili enako 
kolono in mobilno fazo. Na kolono smo nanašali 1 µL ali 10 µL vzorca. 
 
Preglednica 23: Gradientni program za ločbo in elucijo likopena na Hypersi GOLD C18 koloni 
Čas  [min] A [%]  B[%] 
0 95 5 
3.00 10 90 
7.00 10 90 
10.00 10 90 
10.01 95 5 
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4.1.1 Reakcije PCR 
 
Z namenom vstavitve genov crt, potrebnih za sintezo likopena v kvasovki Y. lipolytica, smo 
vzpostavili metodo kloniranja »Golden Gate«. Najprej smo izolirali genomsko DNA po 
opisanem protokolu (Poglavje 3.2.1). Izolirano DNA smo uporabili za matrično DNA pri 
reakcijah PCR, s katerimi smo pridobili promotor pTEF in integracijsko mesto E3. Promotor 
pTEF smo izbrali na podlagi literature (Holkenbrink in sod., 2018), kjer so testirali izražanje 
gena za protein GFP pod kontrolo različnih promotorjev. Z reakcijo PCR smo iz genomske 
DNA pridobili tudi zgornje in spodnje ujemajoče se integracijskega mesta E3, ki smo ga 
prav tako izbrali na podlagi literature (Holkenbrink in sod., 2018) in je locirano na 
kromosomu E, natančneje na lokaciji med 1845309 in 1846364 bp. 
 
Uspešno smo pomnožili fragmente pTEF (pričakovana velikost 359 bp), int_E3_up oziroma 
zgornje ujemajoče se zaporedje integracijskega mesta E3 (749 bp) in int_E3_down oziroma 
spodnje ujemajoče zaporedje integracijskega mesta E3 (771 bp). Za pomnožitev fragmenta 
pTEF sta bila uporabljena začetna oligonukleotida (zaporedja so navedena v poglavju 3.1.2) 
pTEF1600_GGE2_F in pTEF1600_GGE2_R, za pomnožitev zgornjega ujemajočega 
zaporedja E3 smo uporabili gge8b_intE3_up_F in gge8b_intE3_up_R, za pomnožitev 




Slika 7: Pomnožki, ki ustrezajo 
velikosti fragmenta pTEF 
  
Slika 9: Pomnožki, ki ustrezajo 




Slika 8: Pomnožki, ki ustrezajo 
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4.1.2 Sestavljanje plazmidnih konstruktov z metodo »Golden Gate« 
 
Poleg fragmentov pridobljenih z reakcijami PCR smo za vzpostavitev metode »Golden Gate 
sintetično pridobili fragmente DNA crtB, crtE, crtI, tSYN25, URA3, ZETA3, ZETA5, LEU2 
in HYG. Fragmenti crtB, crtE in crtI so geni, pridobljeni iz organizma P. ananatis in so 
potrebni za preusmeritev naravne metabolne poti kvasovke Y. lipolytica do sinteze likopena. 
Zaporedja teh genov smo pridobili iz literature (Schwartz in sod., 2017b) in jih priredili za 
metabolno pot v kvasovki. Fragment tSYN25 je terminator, pridobljen iz literature (Curran 
in sod., 2015), zaporedji ZETA3 in ZETA5 sta pridobljeni iz literature (Schmid-Berger in 
sod., 1994) in predstavljata zgornje in spodnje ujemajoče se zaporedje. Sestavljani sta iz 
transpozonskih zaporedij, kar omogoča naključno integracijo v genom. Za izolacijo 
transformant smo potrebovali selekcijske označevalce. Iz literature smo izbrali gen LEU2, 
ki je avksotrofni označevalec za selekcijo na levcin ter gen hyg, ki ima zapis za rezistenco 
proti antibiotiku higromicinu (Celinska in sod., 2017). Dodatno smo testirali še gen URA3, 
ki je avksotrofni označevalec za selekcijo na uracil in je bil pridobljen iz zbirke podjetja 
Acies Bio d.o.o.. 
 
V sklopu magistrskega dela smo uspešno vzpostavili metodo »Golden Gate« ter sestavili 
vseh šest načrtovanih plazmidnih konstruktov (Preglednica 20). Metoda »Golden Gate« 
omogoča sestavo plazmida z več transkripcijskimi enotami hkrati. V prvem sklopu reakcij 
smo vsak fragment, pridobljen z reakcijo PCR in z gensko sintezo, ločeno vstavili v plazmid 
pYTK001 (Priloga A). To je plazmid iz uporabljenega komercialnega kompleta MoClo, ki 
je namenjen za vstavljanje fragmentov DNA, kot so različni geni, promotorji, terminatorji, 
integracijska mesta in selekcijski označevalci. Plazmid pYTK001 vsebuje gen za sintezo 
proteina GFP, ki ga obdajata prepoznavni mesti za restrikcijski encim BsmBI. Z vstavitvijo 
fragmenta smo nadomestili gen GFP, kar smo lahko vizualno zaznali po presvetlitvi kolonije 
E. coli DH10ß z UV lučjo. Nastali plazmid je vir želenega fragmenta v nadaljnjem 
kloniranju.  
 
Shema (Slika 10) prikazuje vstavljanje promotorja pTEF v plazmid pYTK001. Nastali 
plazmid smo poimenovali pGGE2-pTEF, kjer število 2 predstavlja funkcionalno skupino, v 
katero spada fragment, glede na klasifikacijo v komercialnem kompletu MoClo. Na enak 
način smo v plazmid pYTK001 vstavili tudi fragmente crtB, crtE, crtI, tSYN25, URA3, 
ZETA3, ZETA5,  int_E3_up,  int_E3_down, LEU2 in HYG. Nastali plazmidi so našteti v 
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Slika 10: Shematski prikaz vstavljanja fragmentov v plazmid pYTK001 
Ustvarjene plazmide smo uporabili v drugem koraku kloniranja »Golden Gate«, kjer smo 
sestavili plazmide s transkripcijsko enoto in plazmide pGGE0 z integracijskim mestom ter s 
selekcijskim označevalcem. Metoda »Golden Gate« omogoča, da v eni reakciji iz več 
plazmidov ustvarimo plazmidni konstrukt. V reakcijsko mešanico poleg restrikcijskega 
encima in ligaze T7 dodamo plazmid s promotorjem, plazmid z genom, plazmid s 
terminatorjem in dva povezovalca. Povezovalci so kratka zaporedja na plazmidih, 
pridobljenih iz komercialnega kompleta MoClo, katerih zaporedja se prepoznajo in 
povežejo. Plazmide s transkripcijsko enoto smo poimenovali pGGE-TU1-crtB, pGGE-TU2-
crtE in pGGE-TU3-crtI. Spodnje sheme (Slika 11, Slika 12 in Slika 13) prikazujejo sestavo 
teh plazmidov. Pred transkripcijsko enoto so povezovalci pYTK002, pYTK003 in 
pYTK004, ki se povežejo s povezovalci za transkripcijsko enoto (pYTK0067, pYTK0068, 
pYTK0072). Povezovalec pYTK067, ki je za prvo transkripcijsko enoto, se poveže s 
povezovalcem pYTK003, ki je pred drugo transkripcijsko enoto in enako se povežeta 
pYTK068 in pYTK004, kar omogoči povezavo transkripcijskih enot v želenem vrstnem 
redu. V sklopu tega kompleta je tudi plazmid pYTK095 (Priloga B), ki ima gen za sintezo 
proteina GFP in igra vlogo nosilnega plazmida transkripcijskih enot.  
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Slika 13: Shematski prikaz priprave plazmida s transkripcijsko enoto TU1-crtI 
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Sočasno s sestavljanjem plazmidov s transkripcijskimi enotami smo sestavili tudi plazmide 
z integracijskim mestom in selekcijskim označevalcem. Označili smo jih  kot pGGE0-
HYG_E3, pGGE0-HYG_Z, pGGE0-LEU2_E3, pGGE0-LEU2_Z, pGGE0-URA3_E3, 
pGGE0-URA3_Z. Shema (Slika 14) prikazuje sestavo plazmida pGGE0-URA3_E3. 
Ogrodje plazmida, v katerem smo ustvarili konstrukt pGGE0-URA3_E3, izvira iz plazmida 
pYTK91(Priloga C). Ima gen za rdeče fluorescirajoč protein (RFP), na mesto katerega smo 
vstavili povezovalca pYTK008, pYTK0073, gen GFP, selekcijski označevalec URA3 ter 
zgornje in spodnje ujemajoče se zaporedje integracijskega mesta E3. Plazmidi pYTK008, 
pYTK047, pYTK073 in pYTK91 so iz komercialnega kompleta MoClo 
 
Plazmidi pGGE0-URA3_Z, pGGE0-HYG_E3, pGGE0-HYG_Z, pGGE0-LEU2_E3, 
pGGE0-LEU2_Z so bili konstruirani podobno kot plazmid na spodnji shemi, vendar z 
drugim selekcijskim markerjem. Namesto pGGE6-synURA3 smo dodali pGGE6-synLEU2 
ali pGGE6-synHYG.  
 
 
Slika 14: Shematski prikaz priprave plazmida z integracijskim mestom E3 in selekcijskim označevalcem 
URA3 
 
V zadnjem koraku smo združili plazmide s transkripcijsko enoto in plazmide pGGE0. V 
reakcijsko mešanico smo poleg encima BsmBI in ligaze T7 dodali plazmide pGGE-TU1-
crtB, pGGE-TU2-crtE, pGGE-TU3-crtI in enega izmed pGGE0 plazmidov, na primer 
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pGGE0-URA3_E3. Produkt je končni plazmidni konstrukt s tremi geni, selekcijskim 
označevalcem URA3 in integracijskim mestom E3 (Slika 15).  
 
 
Slika 15: Shema plazmida pGGE-crtBEI_URA3_E3 sestavljenega z metodo »Golden Gate« 
 
Na podoben način smo sestavili tudi pGGE-crtBEI_URA3_Z (Priloga C6), pGGE-
crtBEI_HYG_E3, pGGE-crtBEI_LEU2_E3 (Priloga C7), pGGE-crtBEI_LEU2_ZETA 
(Priloga C8), pGGE-crtBEI_HYG_E3 (Priloga C9) in pGGE-crtBEI_HYG_ZETA 
(Priloga C10). Vsak konstrukt vsebuje tri transkripcijske enote, selekcijski označevalec in 
integracijsko mesto. Zaradi razporeditve povezovalcev so se transkripcijske enote povezale 
v vrstnem redu TU1-crtB, TU2-crtE in TU3-crtI. V tem vrstnem redu so se zamenjale z 
genom GFP v plazmidu pGGE0, zaradi povezovalca iz plazmida pYTK008 in pYTK073 pa 
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4.2 TRANSFORMACIJA V KVASOVKO YARROWIA LIPOLYTICA 
 
Namen transformacije je bil v genom kvasovke Y. lipolytica vstaviti pripravljen konstrukt z 
geni, potrebnimi za sintezo likopena. Za vrednotenje uspešnosti same metode transformacije 
smo za pozitivno kontrolo dodali transformacijo plazmida pCRISPRyl (Priloga D), za 
negativno kontrolo pa smo namesto plazmida dodali vodo. Plazmid pCRISPRyl je plazmid, 
izbran za namen pozitivne kontrole in vsebuje LEU2 avksotrofni selekcijski marker na 
levcin. Po transformaciji se ne vgradi v kromosom Y. lipolytica, ampak se izraža episomalno. 
S tem smo dobili informacijo o uspešnosti same metode transformacije.   
 
Vnos pripravljenih konstruktov v sev po1F s transformacijo sprva ni bil uspešen. Z namenom 
povečanja transformabilnosti smo v sev transformirali plazmid pCRISPRmxi (Priloga E). 
Nastali sev smo poimenovali po1F+mxi. Plazmid pCRISPRmxi vsebuje zaporedje gRNA, 
ki vodi protein dCas9 do promotorja gena za proteina ku70 in ku80 in s tem inhibira izražanja 
teh proteinov. Proteina ku70 in ku80 skupaj tvorita ku heterodimer, le-ta pa se ob prekinitvi 
obeh verig (DSB; double-strand break) veže na konec verige in povzroči povezovanje 
nehomologih koncev (NHEJ) za popravilo DNA (Boulton in Jackson, 1998). Z represijo teh 
proteinov smo zmanjšali aktivnost procesa NHEJ in povečali verjetnost popravljanja DNA 
s homologno rekombinacijo. S tem smo povečali verjetnost integracije vključka v 
kromosom. 
 
Z naslednjo transformacijo smo uspešno v sev po1Fmxi vstavili vključka iz plazmidnih 
vektorjev pGGE-crtBEI_URA3_E3 in pGGE-crtBEI_URA3_ZETA. Transformante smo 
zaznali na selekcijskih ploščah (MM brez uracila) po sedmih dneh gojenja, pojav rdeče barve 
smo zaznali po desetem dnevu. Morfologija kolonij transformant je bila drugačna od 
morfologije po1F+mxi, saj so bile transformante manjše, gladke in svetleče. 
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Slika 16: Transformante z vstavljenimi geni crtB, crtE in crtI ter selekcijskim označevalcem URA3 v 
integracijskem mestu E3 v sevu po1Fmxi. Transformante so stare 14 dni. 
 
Slika 17: Transformacija plazmida pCRISPRyl v sev po1F+mxi, ki je bila kontrola uspešnosti same metode 
transformacije.  
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Po transformaciji plazmidnih vektorjev pGGE-crtBEI_LEU2_E3 in pGGE-
crtBEI_LEU2_ZETA v sev po1F-mxi nismo pridobili nobenih kolonij na selektivnem 
gojišču MM brez levcina. Poleg omenjenih plazmidov smo naredili tudi kontrolo same 
transformacije. Kot pozitivno kontrolo uspešnost transformacije smo namesto plazmidnih 
vektorjev transformirali plazmid pCRISPRyl, kot negativno kontrolo pa smo namesto 
plazmida uporabili vodo. S tem smo preverili uspešnost transformacije in uspešnost 
integracije v kromosom. Na ploščah s pozitivno kontrolo smo po treh dneh zaznali rast Y. 
lipolytica, plošča z negativno kontrolo pa je bila prazna. Iz tega smo sklepali, da je sama 
metoda transformacije bila uspešna, medtem ko integracija genov in selekcijskega 
označevalca LEU2 v kromosom pa je bila neuspešna. Selekcijski označevalec LEU2 smo 
izbrali na podlagi literature (Celinska in sod., 2017) in je pridobljen z gensko sintezo. 
Ugotovili smo, da je bila napaka v enem nukleotidu in zato označevalec ni bil učinkovit. 
Delecija baznega para T-A je povzročila premik bralnega okvirja, kar je privedlo do 
spremembe aminokisline fenilalanina v levcin ter spremenilo celotno nadaljnje zaporedje 
aminokislin v peptidu. 
 
 
Slika 18: Poravnava zaporedij LEU2. Zgoraj je pravilno zaporedje LEU2, spodaj je zaporedje z delecijo 
baznega para T-A 
Po transformaciji plazmidnih vektorjev pGGE-crtBEI_HYG_E3 in pGGE-crtBEI_HYG-
ZETA v sev po1F+mxi smo pridobili kolonije na gojišču YEPD Hyg100. Poleg omenjenih 
plazmidov smo za pozitivno kontrolo same transformacije naredili transformacijo plazmida 
pCRISPRyl, za negativno kontrolo transformacije pa smo namesto plazmida dodali vodo. 
Pozitivno kontrolo smo gojili na selektivnem gojišču MM brez levcina,  negativno kontrolo 
pa na gojišču YEPD Hyg100. S tem smo preverjali uspešnost same metode transformacije. 
Zaznali smo rast kolonij tako na plošči s pozitivno kontrolo kot na plošči z negativno 
kontrolo, ki bi morala biti prazna. Naredili smo test različnih koncentracij antibiotika 
higromicina v gojišču YEPD in ugotovili, da ima kvasovka Y. lipolytica naravno toleranco 
proti antibiotiku higromicinu do koncentracije 300 ug/mL. Nadaljnje poskušanje 
transformacije s tem selekcijskim označevalcem smo zaradi velike porabljene količine 
antibiotika opustili. 
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Zaradi lažjega dela smo pridobljene transformante po1F+mxi z pGGE-crtBEI_URA3_E3 
poimenovali E3-1 do E3-10 in po1F+mxi z pGGE-crtBEI_URA3_ZETA smo poimenovali 




Slika 19: Transformante E3-1 do E3-8 po sedmih dneh na gojišču YEPD 
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Slika 20: Transformanta Z1 po sedmih dneh na gojišču YEPD 
4.3 MORFOLOGIJA 
 
Literatura (Nicaud, 2012; Hurtado in Rachubinski, 2002) navaja dimorfizem kvasovke Y. 
lipolytica na mikroskopskem in makroskopskem nivoju, kar smo preverili tudi sami.  
 
 
Slika 21: Opazen dimorfizem kvasovke Y. lipolytica pod mikroskopom 
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Na mikroskopskem nivoju smo zaznali mešanico celic s kvasno morfologijo in micelija 
(Slika 21), kar se sklada z ugotovitvami iz literature (Slika 1). Tudi na makroskopskem 
nivoju smo opazili variabilnost. Posamezne transformante E3-1 do E3-10 (Slika 16) so 
svetleče in gladke, kakor tudi transformante na gojišču YEPD Hyg100 (Slika 22). Po 
precepitvi transformant na gojišče YEPD se je morfologija spremenila v mat in nastala je 




Slika 22: Sev po1F+mxi po transformaciji s plazmidom pGGE-crtBEI_HYG_E3. Na zgornji plošči so 
kolonije na gojišču YEPD, na spodnji plošči so kolonije na gojišču YEPD Hyg100 
Na gojišču YEPD smo opazili mozaično obarvanost sevov E3-1 do E3-10 in Z1-Z4. 
Nekatere kolonije teh sevov so bile rdeče, nekatere so bile bele (Slika 19, Slika 20). Pri 
sevih E3-1 do E3-10 je bil pojav belih kolonij pogostejši kot pri sevih Z1-Z4. Rdeče kolonije 
sevov E3-1 do E3-10 in rdeče kolonije sevov Z1-Z4 smo ločeno precepili na sveže gojišče 
YEPD. Precepljene rdeče kolonije sevov E3-1 do E3-10 so po nekaj dneh pridobile rdečo in 
belo obarvanost, medtem ko so precepljene rdeče kolonije sevov Z1-Z4 ostale rdeče oziroma 
oranžne barve. Ločeno smo precepili tudi nekatere bele kolonije sevov E3-1 do E3-10 in 
nekatere bele kolonije sevov Z1-Z4 na sveže gojišče YEPD. Bele kolonije sevov E3-1 do 
E3-10 so po nekaj dneh gojenja pridobile oranžno obarvanost, bele kolonije sevov Z1-Z4 pa 
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4.4 PREVERJANJE TRANSFORMANT 
 
Z namenom preverjanja prisotnosti vključka v genomu Y. lipolytica smo izvedli reakcijo 
PCR na celičnih lizatih pridobljenih sevov. Za preverjanje sevov E3-1 do E3-10 smo 
uporabili kombinacijo začetnih oligonukleotidov ic_E3-crtB_F in ic_E3-crtB_R, ki nalegata 
na del zgornjega ujemajočega se zaporedja integracijskega mesta E3 in del promotorja pTEF 
pred genom crtB. Za preverjanje transformant Z1-Z4 pa smo uporabili kombinacijo začetnih 
oligonukleotidov cPCR_BEI_U_Z_Fw in cPCR_BEI_U_Z_Rv, ki nalegata na desno 
ujemajoče se zaporedje integracijskega mesta Z (zeta) in na promotor pTEF pred genom 
crtB. V namen preverjanja uspešnosti same reakcije PCR in uspešnosti priprave lizatov smo 
uporabili pozitivno kontrolo in dve negativni kontroli. Pri pozitivni kontroli smo za matrično 
DNA uporabili plazmidni konstrukt, ki smo ga prvotno transformirali v sev po1F+mxi. S 
tem smo preverjali ustreznost začetnih oligonukleotidov. Za negativno kontrolo smo v 
reakcijsko mešanico namesto lizata dodali enkrat vodo in drugič celični lizat seva po1F. S 
tem smo želeli izločiti morebitne lažno pozitivne rezultate.  
 
Z reakcijo PCR na celičnih lizatih sevov E3-1 do E3-10, z izjemo seva E3-3, smo dobili 
pričakovano velikost (590 bp) lise na gelu (Slika 23). S tem smo potrdili integracijo vključka 
v integracijsko mesto E3 na kromosomu E kvasovke  Y. lipolytica. 
 
 
Slika 23: Reakcija PCR na osnovi lizatov transformant od E3-1 do E3-10. V jamicah od ena do deset so PCR 
reakcije na celičnih lizatih sevov E3-1 do E3-10, v jamici 11 je reakcija PCR s plazmidom pGGE-
crtBEI_URA3_E3 (pozitivna kontrola), v jamici 12 je reakcija PCR na lizatu seva po1F (negativna kontrola), 
v jamici 13 je reakcija PCR z vodo (negativna kontrola) 
Prav tako smo z reakcijo PCR na celičnih lizatih Z1 in Z3 dobili liso pričakovane velikosti 
(593 bp) (Slika 24). S tem smo potrdili integracijo vključka v genom kvasovke Y. lipolytica, 
590 bp 
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ker pa gre za transpozonske regije, natančno mesto integracije vključka ni znano. Z reakcijo 
PCR na celičnih lizatih sevov Z2 in Z4 pa nismo dobili nobenega signala.  
  
 
Slika 24: Reakcija PCR na osnovi lizatov transformant od Z1 do Z4. V jamicah od ena do štiri so PCR 
reakcije na celičnih lizatih sevov od Z1 do Z4, v jamici 5 je reakcija PCR na lizatu seva po1F (negativna 
kontrola), v jamici 6 je reakcija PCR z vodo (negativna kontrola) in v jamici 7 je reakcija PCR s plazmidom 
pGGE-crtBEI_URA3_ZETA (pozitivna kontrola) 
 
Preverili smo tudi integracijo plazmida v genom pri dveh transformantah z mozaično 
obarvanostjo. Obarvane in bele kolonije seva Z3 in E3-8 smo ločeno precepili na sveže 
gojišče YEPD. Naredili smo reakcijo PCR na celičnih lizatih obarvanih in belih kolonij seva 
Z3 in E3-8. Uporabili smo enake začetne oligonukleotide kot prej, ic_E3-crtB_F in ic_E3-
crtB_R za preverjanje prisotnosti vključka v sevu E3-8 ter cPCR_BEI_U_Z_Fw in 
cPCR_BEI_U_Z_Rv za preverjanje prisotnosti vključka v sevu Z3.  
 
Po reakciji PCR na celičnih lizatih obarvanih kolonij Z3 smo dobili liso pričakovane 
velikosti (593 bp), medtem ko po reakciji PCR na celičnih lizatih belih kolonij Z3 nismo 
dobili lise na gelu (Slika 25). Iz teh rezultatov lahko sklepamo, da je v obarvanih kolonijah 
vključek prisoten, v belih pa ne.  
593 bp 
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Slika 25: Reakcija PCR na osnovi lizatov belih in obarvanih kolonij seva Z3. V jamicah od ena do pet so 
reakcije PCR na celičnih lizatih belih kolonij Z3, v jamicah od šest do deset so reakcije PCR na celičnih 
lizatih obarvanih kolonij Z3. V jamici 11 je reakcija PCR na celičnem lizatu seva po1F (negativna kontrola), 
v jamici 12 reakcija PCR z vodo (negativna kontrola) in v jamici 13 je reakcija PCR s plazmidom pGGE-
crtBEI_URA3_ZETA (pozitivna kontrola). 
Po reakciji PCR na celičnih lizatih obarvanih in belih kolonij E3-8 smo dobili liso 
pričakovane velikosti (590 bp). Liso smo dobili pri petih kolonijah, od tega v dveh belih in 
v treh obarvanih kolonijah E3-8 (Slika 26). Na podlagi teh rezultatov, se ne moremo jasno 
opredeliti, ali imajo obarvane kolonije vgrajeni vključek, bele pa ne. 
 
 
Slika 26: Reakcija PCR na celičnih lizatih belih in obarvanih kolonij E3-8. V jamicah od ena do pet so PCR 
reakcija na celičnih lizatih belih kolonij E3-8, v jamicah od šest do deset so lizati obarvanih kolonij E3-8. V 
jamici 11 je PCR reakcija na celičnem lizatu seva po1F (negativna kontrola), v jamici 12 reakcija PCR z 
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4.5 PRODUKCIJA LIKOPENA  
 
Pridobljene seve E3-1 do E3-10 in Z1-Z4 smo inokulirali v gojišče YEPD ter inkubirali s 
stresanjem pri temperaturi 28° C. Drugi, četrti in šesti dan smo določili prirast kvasovke z 
merjenjem suhe mase in optične gostote. Določili smo tudi vsebnost glukoze in citronske 
kisline v produkcijskem gojišču ter ekstrahirali likopen.  
 
4.5.1 Rast kvasovke Y. lipolytica v produkcijskem gojišču 
 
Z merjenjem suhe celične mase smo spremljali rast kvasovke med samo produkcijo. 
Najhitreje je kvasovka rastla prva dva dni. Četrti in šesti dan je bila suha celična masa enaka 
kot drugi dan, pri nekaterih ponovitvah pa smo zaznali celo rahel upad celične mase (Priloga 
F). 
 
4.5.2 Vsebnost glukoze in citronske kisline v produkcijskem gojišču 
 
S spremljanjem glukoze in citronske kisline v produkcijskem gojišču nas je zanimalo, koliko 
glukoze porabi kvasovka za svojo rast tekom produkcije likopena in koliko citronske kisline, 
kot produkta med metabolizmom kvasovke, pri tem nastane. Y. lipolytica je večino glukoze 
porabila prva dva dni (Priloga G). Količina citronske kisline je tekom produkcije približno 
enaka, z izjemo seva sev W29 v gojišču z glicerolom in v gojišču YEPD ter seva Z3 v gojišču 
z glicerolom, kjer smo četrti dan zaznali upad citronske kisline.  
  
4.5.3 Potrditev likopena 
 
Prisotnost likopena smo sprva zaznali optično. Hitro smo lahko razločili, da so peleti 
nekaterih sevov obarvani bolj kot drugi. Za natančnejšo primerjavo vsebnosti likopena v 
sevih smo izvedli ekstrakcijo likopena.  
 
 
Slika 27: Produkcijska kultura z odstranjenim gojiščem. V prvi mikrocentrifugirki kultura transformante Z3 
po dveh dneh produkcije, v drugi mikrocentrifugirki je transformanta Z1 po dveh dneh produkcije, v zadnji 
mikrocentrifugirki je kultura seva po1F po dveh dneh produkcije. 
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Z ekstrakcijo likopena z mešanico topil heptan-etil acetat (50:50) in THF smo določili 
vsebnost likopena v kulturi produkcijskega gojišča. Vzorce smo z ekstrakcijo pripravili za 
analizo s HPLC in HPLC-MS/MS. 
 
Z analizo HPLC-MS/MS smo dokazali prisotnost likopena na podlagi molske mase. Iz 
masnega spektra (Slika 28) lahko razberemo, da je bilo v vzorcu največ molekule z molsko 
maso 537,74 g mL-1, kar ustreza molski masi likopena.  
 
Slika 28: Masni spekter likopena po ekstrakciji iz celične kulture 
 
4.5.4 Kvantifikacija količine likopena v ekstraktih 
 
Z analizo HPLC smo določili vsebnost likopena v ekstraktih vseh pridobljenih transformant. 
Likopen smo zaznali že drugi dan produkcije (Priloga H). Koncentracija likopena strmo 
narašča do četrtega dneva, do šestega dne pa stagnira ali celo rahlo upade. Največjo 
produkcijo likopena so imeli sevi E3-2, E3-8 in Z3. 
 
Po opravljeni analizi šestdnevne produkcije smo izbrali dve najboljši transformanti ter 
produkcijo likopena ponovili. Izbrali smo transformanti E3-8 in Z3. Zanimalo nas je, ali 
različni omejujoči dejavniki v gojišču vodijo v večjo produkcijo in kopičenje likopena v 
lipidnih kapljicah. Uporabili smo gojišče YEPD s 40 g L-1 glukoze kot dušik omejujoče 
gojišče. Manjša vsebnost dušika zmanjšuje rast kvasovke Y. lipolytica in povečuje sintezo 
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lipidov in kopičenje v lipidnih kapljicah (Back in sod., 2016). Zanimalo nas je tudi, ali bo 
kvasovka Y. lipolytica rasla in producirala likopen v gojišču z glicerolom kot edinim virom 
ogljika. Vsako produkcijo smo delali v treh tehničnih ponovitvah. Ponovili smo tudi 
produkcijo v gojišču YEPD. 
 
Na grafu (Slika 29) je prikazana količina likopena po drugi produkciji. Preračunali smo 
količino likopena na gram suhe celične mase. Iz grafa je razvidno, da je transformanta E3-8 
producirala več likopena v primerjavi z Z3. Sev E3-8 je sprva produciral največ likopena v 
dušik omejujočem gojišču (YEPD s 40 g L-1glukoze), kjer je četrti dan dosegel vrednost 0,37 
mg g-1 suhe teže, nato sledi upad likopena. V nasprotju s temi pogoji rasti pa je sev E3-8 v 
gojišču z manj glukoze in v gojišču z glicerolom do četrtega dne produciral manj likopena, 
vendar količina likopena do šestega dne ni upadla. Najmanj likopena je nastalo v navadnem 
gojišču YEPD. Pri sevu Z3 ni bilo opaznih vplivov gojišča na produkcijo likopena.  
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Kvasovka Y. lipolytica je oleogena kvasovka, sposobna kopičiti lipide do 20 % svoje suhe 
teže (Kavšček in sod. 2015). Kot vir ogljika lahko uporablja različne hidrofobne substrate, 
glukozo, fruktozo in glicerol (Nicaud, 2012). Po naravni mevalonatni poti sintetizira IPP in 
DMAPP, glavna gradnika za biosintezo terpenov. Z metodami genskega inženiringa lahko 
njeno metabolno pot usmerimo do sinteze terpenov, ki jih naravni sevi ne producirajo (Ye 
in sod. 2017). Obstajajo različne metode molekulskega kloniranja. Poleg klasičnih metod 
kloniranja se pojavlja vedno več novejših metod kloniranja, kot je metoda »Golden Gate«, s 
katero v eni reakciji izvedemo restrikcijo in ligacijo rekombinantne molekule DNA (Lee in 
sod. 2015). Metode genskega in metabolnega inženiringa so že uspešno vzpostavljene v 
nekaterih sevih kvasovke Y. lipolytica. V okviru magistrske naloge smo želeli vnesti 
heterologne gene crtB, crtE in crtI, potrebne za sintezo likopena, v divji sev po1F. Izbrali 
smo metodo kloniranja »Golden Gate«, s katero smo ustvarili večgenske plazmidne vektorje 
za vnos izbranih heterolognih genov v kvasovko Y. lipolytica. Po uspešni integraciji genov 
v genom Y. lipolytica smo vzpostavili metode produkcije, ekstrakcije in detekcije likopena.  
 
Z metodo »Golden Gate«  smo sestavili šest plazmidnih konstruktov (poglavje 4.1.2), vsi 
imajo heterologne gene crtB, crtE, crtI, ki so potrebni za preusmeritev metabolne poti od 
intermediata GGPP do likopena. Plazmidni konstrukti se med seboj razlikujejo po 
integracijskem mestu (E3 in Z - zeta) ter po selekcijskem označevalcu (LEU2, URA3, hyg). 
V primerjavi s klasičnimi metodami kloniranja, je metoda »Golden Gate« zelo hitra. 
Namesto posamezne restrikcije in nato ligacije dveh zaporedij DNA, lahko z metodo 
»Golden Gate« v eni reakciji povežemo več genov v plazmidni konstrukt. Uporaba 
komercialnega kompleta MoClo pa delo še olajša, saj vsebuje nabor plazmidov, ki so 
kategorizirani v skupine od ena do osem. Razdelitev plazmidov v skupine omogoči bolj 
pregledno delo, kadar imamo več različnih promotorjev, genov, terminatorjev, selekcijskihv 
označevalce in integracijskih mest. V magistrski nalogi smo sicer uporabili manjši nabor 
omenjenih elementov, vendar se ob povečanem delu kaj hitro pojavi zmeda v organizaciji. 
Z opredelitvijo elementov neki skupini, na primer vse promotorje uvrstimo v skupino 2 in 
jih označujemo s predpono pGGE2, je lahko še tako velika zbirka plazmidov pregledna in 
organizirana.  
 
Transformacija sestavljenih plazmidnih konstruktov v sev po1F je bila neuspešna. Razlog 
za neuspešno transformacijo lahko najdemo v dejstvu, da ima Y. lipolytica nizko zmogljivost 
za homologno rekombinacijo. V primerjavi s kvasovko Saccharomyces cerevisiae, ki ima 
visoko zmogljivost popravljanja DSB s homologno rekombinacijo, ima Y. lipolytica večji 
potencial za popravljanje DSB s NHEJ kakor s homologno rekombinacijo. Represija genov 
genov KU70 in KU80 zmanjša NHEJ in s tem poveča homologno rekombinacijo (Schwartz 
in sod., 2017a). V skladu z literaturo smo tudi sami z represijo genov KU70 in KU80  dosegli 
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povečano zmogljivost za homologno rekombinacijo in s tem uspešno vnesli v genom Y. 
lipolytica dva plazmidna konstrukta.  
 
V genom kvasovke Y. lipolytica smo uspešno vgradili dva vključka iz plazmidnih vektorjev 
pGGE-crtBEI_URA3_E3 in pGGE-crtBEI_URA3_ZETA. Neuspešni pa smo bili pri 
integraciji vključkov iz plazmidnih vektorjev pGGE-crtBEI_LEU2_E3, pGGE-
crtBEI_LEU2_ZETA, pGGE-crtBEI_HYG_E3 in pGGE-crtBEI_HYG_ZETA. Po 
transformaciji plazmidnih vektorjev s selekcijskim označevalcem LEU2, na selekcijskem 
gojišču brez levcina nismo dobili nobenih transformant. Po transformaciji plazmidnih 
konstruktov s selekcijskim označevalcem hyg smo na selekcijskem gojišču (YEPD + 
Hyg100) opazili kolonije, vendar smo opazili kolonije tudi na negativni kontroli, kjer smo 
pri transformaciji namesto plazmidnega konstrukta uporabili destilirano vodo. Glede na to, 
da se omenjeni plazmidi med seboj razlikujejo v selekcijskem označevalcu, lahko neuspešno 
transformacijo pripišemo morebitno napačnima selekcijskima označevalcema LEU2 in hyg. 
Selekcijska označevalca sta bila izbrana na podlagi literature (Schmid-Berger in sod., 1994; 
Celinska in sod., 2017), kjer ne poročajo težav z omenjenima selekcijskima označevalcema.  
 
Najprej smo primerjali zaporedje DNA uporabljenega selekcijskega označevalca LEU2 z 
zaporedjem avksotrofnega označevalca LEU2 v plazmidu pCRIPRmxi. Opazili smo, da je 
delecija baznega para T-A povzročila premik bralnega okvirja in povzročila spremembo 
kodona. Novonastali kodon je prepoznala molekula tRNA, ki nosi levcin namesto 
fenilalanina. Zaradi te delecije je prišlo tudi do spremembe nadaljnje peptidne sestave in 
podaljšanja  proteina.  
 
Raziskali smo ali študije poročajo o naravni rezistenci kvasovke Y. lipolytica proti 
antibiotiku higromicin. Literatura (Holkenbrink in sod., 2018) navaja rezistenco kvasovke 
Y. lipolytica GB20 do koncentracije antibiotika 100 mg L-1, pri kateri smo tudi mi opazili 
rast seva po1F. Naravno rezistenco proti omenjenemu antibiotiku v višjih koncentracijah pa 
v literaturi nismo zasledili. Odsotnost seva po1F na ploščah s higromicinom smo zaznali šele 
pri koncentraciji higromicina 300 mg L-1, zato smo nadaljnje delo s tem selekcijskim 
označevalcem ustavili, saj bi bila uporaba higromicina v tako velikih količinah zelo 
potrošna. 
 
Zanimalo nas je tudi dimorfizem kvasovke. V skladu z literaturo (Nicaud, 2012) smo potrdili 
dimorfizem kvasovke na mikroskopskem nivoju, kjer smo zaznali mešanico posameznih 
kolonij in micelija. Hurtado in Rachubinski navajata, da Y. lipolytica lahko tvori kolonije, 
ki so gladke in svetleče ali pa zavite in mat. Preklop iz ene morfologije v drugo je pogojen z 
rastnimi pogoji in z genetskim ozadjem seva. Po uspešni transformaciji smo tudi mi opazili, 
da je bila površina kvasovke Y. lipolytica svetleča in gladka. Po precepitvi teh transformant 
na sveže gojišče YEPD pa se je morfologija spremenila v mat in zavito. Predvidevamo, da 
je to posledica selekcijskega označevalca URA3. Gen za sintezo uracila je pod enakim 
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promotorjem in terminatorjem kot gen za sintezo levcina. Selekcijsko gojišče, ki smo ga 
uporabljali pri transformaciji, vsebuje esencialne in neesencialne aminokisline (vključno z 
levcinom) ter adenin, ampak je brez uracila. Predvidevamo, da prisotnost levcina inhibira 
delovanje levcinskega promotorja in zato je izražanje gena za uracil slabše, kar vodi v 
preklop drugačne morfologije. Za potrditev te hipoteze bi morali zamenjati promotor pred 
genom URA3 in izvesti ponovno transformacijo. Drugačno morfologijo smo opazili tudi pri 
tranformantah s selekcijskim označevalcem hyg. Po precepljanju transformant iz gojišča 
YEPD + 300 mg L-1 Hyg na osnovno gojišče YEPD se je morfologija transformant 
spremenila iz gladkih in svetlečih v mat in zavite.  
 
Naše zanimanje je pritegnila tudi mozaična obarvanost kolonij pridobljenih sevov, česar v 
literaturi nismo  zasledili. Bele in rdeče kolonije pridobljenih sevov smo ločeno precepili na 
novo gojišče. Z reakcijo PCR na osnovi lizatov precepljenih kolonij smo preverili prisotnost 
vključka. V rdečih kolonijah seva Z3 smo potrdili prisotnost vključka, medtem ko pri belih 
kolonijah istega seva pa z reakcijo PCR na osnovi lizatov nismo potrdili prisotnost vključka. 
Iz tega sklepamo, da so bele kolonije brez vključka in zato ne producirajo likopena. Po 
reakciji PCR na osnovi lizatov kolonij seva E3-8 pa nismo prišli do enakih ugotovitev. 
Prisotnost vključka smo dokazali v dveh od petih belih kolonijah seva E3-8 in v treh od petih 
obarvanih kolonijah seva E3-8. Iz teh rezultatov ne moremo jasno zaključiti ali bele kolonije 
E3-8 vsebujejo gene crtB, crtE, crtI ali ne. Za natančno opredelitev ali bele transformante 
vsebujejo vključek ali ne, bi lahko naredili dodatne analize. Tako bi lahko na primer z 
verižno reakcijo s polimerazo v realnem času (reakcija qPCR) spremljali izražanje vnesenih 
genov in s tem ugotovili ali je vključek prisoten in če je, v kolikšni meri se integrairani geni 
izražajo. Za bolj natačno potrditev prisotnosti vključka v kromosom, bi se lahko tudi 
poslužili metode sekvenciranja. Izolirali bi genomsko DNA pridobljenega seva, jo z 
restrikcijskimi encimi fragmentirali in potem s sekvenciranjem preverili tisti fragment DNA, 
kjer pričakujemo vključek. 
 
Z reakcijo PCR na osnovi lizatov smo preverili integracijo vključka tudi v vseh ostalih 
pridobljenih sevih. V sevih od E3-1 do E3-10 (razen v sevu E3-3) smo potrdili prisotnost 
genov crtB, crtE in crtI. Prav tako smo to prisotnost potrdili v sevih  Z1 in Z3. Vse 
transformante smo inokulirali v produkcijsko gojišče YEPD in inkubirali s stresanjem šest 
dni. Določili smo vsebnost likopena drugi, četrti in šesti dan produkcije ter izbrali dve 
najboljši transformanti, E3-8 in Z3. Zanimalo nas je, ali je v dušik limitirajočem dejavniku 
produkcija likopena večja in ali bo kvasovka rasla tudi v gojišču, kjer je glicerol glavni vir 
ogljika. V ta namen smo ponovili šestdnevno produkcijo likopena z najboljšima sevoma. Pri 
sevu E3-8 se je izkazalo, da je v dušik limitirajočem gojišču produkcija likopena hitrejša ter 
največja v primerjavi z gojiščem z glicerolom in navadnim gojiščem YEPD. V dušik 
limitirajočem gojišču koncentracija likopena četrti dan doseže maksimum, nato pa začne 
upadati. Ti rezultati se delno ujemajo z literaturo, saj dušik omejujoče produkcijsko okolje 
omejuje rast kvasovke Y. lipolytica in preusmerja njen metabolizem k sintezi in kopičenju 
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lipidov v lipidnih kapljicah (Kavšček in sod. 2015). Upada likopena tekom produkcije nismo 
zasledili nikjer v literaturi, sklepamo pa, da zaradi hitre začetne produkcije likopena, pride 
šesti dan do porabe prekurzorjev za sintezo likopena. Dušik omejujoče produkcijsko gojišče 
vpliva tudi na povišano sintezo citronske kisline (Kavšček in sod. 2015), česar pa mi v 
svojem eksperimentu nismo zasledili, saj je bila količina citronske kisline podobna v 
različnih gojiščih tekom produkcije. 
 
Pri sevu Z3 ni bilo opaznih vplivov gojišča na produkcijo likopena. Ugotovitev, da Y. 
lipolytica raste in producira likopen na gojišču z glicerolom, velja za velik biotehnološki 
potencial. Kot odpadni produkt pri proizvodnji biodizla, predstavlja glicerol poceni vir 
ogljika.  
 
Iz slike 29 je razvidno tudi to, da je sev E3-8 produciral več likopena kot sev Z3. Ti rezultati 
nakazujejo na to, da je tarčna integracija genov, potrebnih za sintezo likopena, boljša od 
naključne integracije. Na to nakazujejo tudi rezultati reakcije PCR na osnovi lizatov sevov 
E3-1 do E3-10 in Z1-Z10. Iz podlagi rezultatov teh eksperimentov zaključimo, da v 
nekaterih kolonijah sevov Z1-Z4 pride do izgube vključka, kar lahko opazimo tudi kot belo 
obarvanost kolonij.  
 
Uspešno smo ekstrahirali in kvantificirali likopen, v količini največ 0,37 mg/g suhe teže. 
Literatura (na primer Sharpe, Ye in Zhu, 2014) navaja produkcijo likopena 2 mg/g suhe teže, 
zatorej obstaja še veliko priložnosti za povečanje sinteze likopena. Predvidevamo, da bi z 
insercijo gena za tHMG-koencim reduktazo povečali produkcijo likopena, saj bi naj ravno 
HMG-CoA predstavljala omejujoč dejavnik. Tudi delecija genov POX1 in GUT2 povzroči 
povišano sintezo likopena (Matthäus in sod., 2014). Drugi viri navajajo, da ob vgraditvi dveh 
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- Metoda »Golden Gate« je primerna za pripravo plazmidnih konstruktov, ki 
vsebujejo večje število genov, integracijsko mesto in selekcijski označevalec. 
 
- S transformacijo smo uspešno hkrati vnesli tri heterologne gene za sintezo 
likopena (crtB, crtE in crtI) v sev po1F, kar smo potrdili z reakcijo PCR. 
 
- V kvasovki Y. lipolytica smo uspešno preusmerili mevalonatno metabolno pot do 
sinteze likopena. 
 
- Uspešno smo vzpostavili metode produkcije, ekstrakcije in detekcije likopena. 
Obstaja pa še veliko prostora za izboljšavo le-teh pri nadaljnjem delu s tem sevom 
kvasovke. 
 
- Rast kvasovke Y. lipolytica in biosinteza likopena poteka tudi na glicerolu kot 
glavnem viru ogljika v rastnem gojišču.  
 
- Morfologija kvasovke Y. lipolytica se ob za kvasovko neugodni spremembi 
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Likopen je rdeče barvilo z izrazitim antioksidativnim delovanjem. Po naravni mevalonatni 
poti nastane v višjih rastlinah in bakterijah. Z uporabo metabolnega inženiringa pa lahko 
njegovo sintezo vzpostavimo tudi v kvasovki Y. lipolytica, ki po svoji naravni poti ne 
sintetizira likopena. Z vstavitvijo genov crtB, crtE in crtI preusmerimo metabolno pot od 
intermedianta IPP in DMAPP do likopena. Y. lipolytica ima velik spekter lastnosti, zaradi 
katerih je z biotehnološkega vidika zelo zanimiva. Sposobna je kopičiti veliko količino 
lipidov v lipidnih kapljicah, vsebuje prekuzorje za sintezo terpenov in lahko raste na 
različnih substratih.  
 
Namen magistrske naloge je bil vstaviti v genom kvasovke Y. lipolytica gene za sintezo 
likopena in s tem preusmeriti naravno metabolno pot kvasovke. Z novim pristopom, z 
metodo kloniranja »Golden Gate«, smo sestavili plazmidni konstrukt z geni crtB, crtI in crtE 
(izvorni organizem Pantoea ananatis), ki so potrebni za preusmeritev metabolne poti 
kvasovke do sinteze likopena. Pokazali smo, da lahko z eno transformacijo naenkrat 
vnesemo pripravljen plazmidni konstrukt in se izognemo klasičnemu kloniranju, ki od nas 
zahteva restrikcijo-ligacijo in večkratno transformacijo na različna mesta v genomu.  
 
Preizkusili smo produkcijo likopena v različnih produkcijskih gojiščih. Izkazalo se je, da 
največ likopena nastaja v dušik omejujočem gojišču, takoj za tem pa v gojišču z glicerolom. 
Glicerol je poceni vir ogljika in ugotovitev, da lahko Y. lipolytica producira likopen v gojišču 
z glicerolom, predstavlja pomembno biotehnološko prednost. Primerjali smo tudi produkcijo 
likopena v sevih, ki imajo tarčno integracijo crt genov, in sevih, ki imajo naključno 
integracijo crt genov v genom. Izkazalo se je, da je tarčna integracija boljša, saj je bil donos 
likopena večji. Tudi stabilnost integracije crt genov je pri tarčni integraciji boljša, kar smo 
dokazali z reakcijo PCR.  
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Sheme sestavljenih plazmidov z metodo »Golden Gate«. 
 
 
Priloga C1: Shema plazmida pGGE0-LEU2_E3 sestavljenega z metodo »Golden Gate«. 
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Priloga C2: Shema plazmida pGGE0-LEU2_ZETA sestavljenega z metodo »Golden Gate«. 
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Priloga C3: Shema plazmida pGGE0-HYG_E3 sestavljenega z metodo »Golden Gate«. 
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Priloga C5: Shema plazmida pGGE-crtBEI_URA3_E3 sestavljenega z metodo »Golden Gate«. 
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Priloga C6: Shema plazmida pGGE-crtBEI_URA3_ZETA sestavljenega z metodo »Golden Gate«. 
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Priloga C7: Shema plazmida pGGE-crtBEI_LEU2_E3 sestavljenega z metodo »Golden Gate«. 
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Priloga C8: Shema plazmida pGGE-crtBEI_LEU2_Z sestavljenega z metodo »Golden Gate«. 
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Priloga C9: Shema plazmida pGGE-crtBEI_HYG_E3 sestavljenega z metodo »Golden Gate«. 
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Priloga C10: Shema plazmida pGGE-crtBEI_HYG_Z sestavljenega z metodo »Golden Gate«. 
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Shema plazmida pCRISPRmxi. Vsebuje zaporedje gRNA, ki vodi dCas9 do promotorja 
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Povprečna suha masa sevov med šestdnevno produkcijo likopena. YEPD40 predstavlja 




2. dan 4. dan 6. dan 
E3-8 (YEPD 40) 12,17 (± 0,90) g L-1 10,6 (± 0,53) g L-1 10,97 (± 1,02) g L-1 
Z3 (YEPD 40) 18,73 (± 1,68) g L-1 15,93 (± 0,35) g L-1 16,53 (± 0,47) g L-1 
po1F (YEPD 40) 10,55 (±0,49) g L-1 9,25 (± 0,35) g L-1 9,9 (± 1,56) g L-1 
W29 (YEPD 40) 15,25 (±0,21) g L-1 13,4 (± 1,41) g L-1 14,75 (± 0,49) g L-1 
E3-8 (glicerol) 7,47 (±0,59) g L-1 6,53 (± 0,55) g L-1 6,27 (± 0,90) g L-1 
Z3 (glicerol) 11,97 (±1,5) g L-1 9,4 (± 3,03) g L-1 10,83 (± 0,21) g L-1 
po1F (glicerol) 7,15 (± 0,21) g L-1 7,85 (± 0,49) g L-1 7,1 (± 0,14) g L-1 
W29 (glicerol)  10 (± 0,57) g L-1 9,9 (± 0,85) g L-1 8,3 (± 0,28) g L-1 
E3-8 (YEPD) 10,07 (± 0,15) g L-1 10,13 (± 0,40) g L-1 6,23 (± 0,81) g L-1 
Z3 (YEPD) 13,13 (± 0,38) g L-1 14,83 (± 0,67) g L-1 11,3 (± 0,62) g L-1 
po1F (YEPD) 9,25 (± 0,35) g L-1 9,45 (± 1,48) g L-1 8,7 (± 0,14) g L-1 
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Povprečna vsebnost glukoze (Priloga E1) in citronske kisline (Priloga E2) v 
produkcijskem gojišču med šestdnevno produkcijo likopena. YEPD40 predstavlja 
gojišče YEPD z 40 g L-1 glukoze in glicerol gojišče YEPD, kjer je glukoza 
zamenjana z glicerolom. 
 
 
Priloga E1: Povprečna vsebnost glukoze (g L-1) v produkcijskem gojišču. 
 2. dan 4. dan 6. dan 
E3-8 (YEPD40) 3,92 (± 2,16) 0,03  (± 0,04) 0,00 
Z3 (YEPD40) 1,17 (± 0,65) 0,00 0,00 
po1F (YEPD40) 9,35 (± 1,25) 0,00 0,00 
W29 (YEPD40) 2,59 (± 2,70) 0,00 0,01 
E3-8 (glicerol) 0,01 (± 0,01) 0,00 0,00 
Z3 (glicerol) 0,02 (± 0,01) 0,00 0,00 
po1F (glicerol) 0,04 (± 0,01) 0,00 0,00 
W29 (glicerol)  0,01 (± 0,01) 0,00 0,00 
E3-8 (YEPD) 0,01 (± 0,01) 0,00 0,00 
Z3 (YEPD) 0,00 0,00 0,00 
po1F (YEPD) 0,00 0,00 0,00 




Priloga E2: Povprečna vsebnost (g L-1) citronske kisline v produkcijskem gojišču. 
 2. dan 4. dan 6. dan 
E3-8 (YEPD40) 1,07 (± 0,06) 1,08 (± 0,06) 0,99 (± 0,06) 
Z3 (YEPD40) 0,00 0,00 0,00 
po1F (YEPD40) 1,62 (± 0,07) 1,25 (± 0,0) 1,40 (± 0,72) 
W29 (YEPD40) 0,00 0,00 0,00 
E3-8 (glicerol) 1,18 (± 0,04) 1,01 (± 0,02) 1,07 (± 0,06) 
Z3 (glicerol) 0,76  (± 0,66) 0,00 0,00 
po1F (glicerol) 0,95 (± 1,34) 1,06 (± 0,01) 1,79 (± 0,11) 
W29 (glicerol)  0,42 (± 0,59) 0,00 0,00 
E3-8 (YEPD) 0,84 (± 0,02) 0,89 (± 0,01) 1,41  (± 0,69) 
Z3 (YEPD) 0,00 0,00 0,00 
po1F (YEPD) 1,28 (± 0,03) 1,20 (± 0,04) 1,50 (± 0,30) 
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Priloga H1: Vsebnost likopena (mg L-1) v ekstraktih po šestdnevni produkciji v 




Priloga H2: Vsebnost likopena (mg L-1) v ekstraktih po šestdnevni produkciji v 
transformantah od E3-1 do E3-10 predstavljena v tabeli. 
 2. dan 4. dan 6. dan 
E3-1 0,17 (±  0,003) 0,20 (± 0,0) 2,91 (± 0,05) 
E3-2 0,10 (± 0,018) 3,41 (± 0,0) 2,12 (± 0,23) 
E3-3 0,00 0,14 (± 0,06) 0,01 (± 0,0) 
E3-4 0,05 (± 0,08) 0,14 (± 0,08) 0,35 (± 0,48) 
E3-5 0,10 (± 0,01) 1,60 (± 0,84) 0,86 (± 0,09) 
E3-6 0,00 0,15 (± 0,03) 0,10 (± 0,08) 
E3-7 0,00 0,14 (± 0,13) 0,03 (± 0,03) 
E3-8 0,041 (± 0,00) 4,03 (± 0,56) 1,93 (±  0,4) 
E3-9 0,02 (± 0,03) 1,26 (± 0,60) 0,54 (± 0,09) 
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Priloga H3: Vsebnost likopena (mg L-1) v ekstraktih po šestdnevni produkciji v 




Priloga H4: Vsebnost likopena (mg L-1) v ekstraktih po šestdnevni produkciji v 
transformantah od Z1 do Z4 predstavljena v tabeli. 
 2. dan 4. dan 6. dan 
Z1 0,25 (± 0,03) 2,16 (± 1,45) 0,71 (± 0,24) 
Z2 0,13 (± 0,07) 1,71 (± 0,13) 1,26 (± 0,58) 
Z3 0,07 (± 0,06) 3,32 (± 0,54) 0,88 (± 0,22) 


























Z1 Z2 Z3 Z4
